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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 
XVI. “Vitellomucoid”. 


By 


TAMENOBU ONOE. 


(From the Medico-chemical Institute. Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. M. Masamune.) 


(Received for publication, April 13, 1936) 


In 1932, an attempt was made by E. G. Schenck to isolate 
mucoid from egg yolk, while singularity of the substance obtained 
was doubtful, as he himself mentioned, owing to the fact that 
tryptophane was lost on repetition of dialysis. No further detailed 
study of it except the estimation of carbohydrate, tyrosin and 
tryptophane was performed by him. 

The writer prepared it by procedures different from that of 
Schenck’s, which consisted in saturation of yolk solution with 
ammonsulfate and treatment of the dialysed and condensed filtrate 
with alcohol, and designated it ‘‘vitellomucoid’’, as he found the 
substance to differ perfectly from ovomucoid. The chemical and 
physical properties of it are noted in the following, accompanied 
with those of ovomucoid for comparison. 


A. PREPARATION METHODS. 


The first method. 


The yolk of a sterile White Leghorn egg was put into 0.9% 
saline solution and washed with a hair pencil, fixing the yolk at 
the chalaza in order to dissolve the ovoglobulin satisfactorily. It 
was then transferred into distilled water, shaken and taken out 
by means of a pored spoon, after having been cut off from chalaza, 
and the adhering water was finally adsorbed off with a strip of 


filter paper. 
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10 yolks thus perfectly cleaned, were weighed together, stirred 
up with the equal volume of 8% NaCl solution and removed from 
lecithin and fat by repeated extraction in a separatory funnel first 
-with an alcohol ether mixture (25:75), next with many changes 
of alcohol, using the volume equal to that of the yolk solution in 
each case. When the final extract remained colourless, the solution 
was passed with a current of air for expelling ether, and dialysed 
in an ox bladder against distilled water, at least for 2 days after 
addition of alcoholic 20% thymol solution in the proportion of 
0.5 ee. to 100 ec. and the coming out vitellin was separated and 
washed by centrifugalization. The washings were combined with 
the mother liguer, the whole was evaporated to about 50 ec. on the 
water bath, and half saturated with ammonium sulfate, whereby 
livetin is precipitated. After letting stand for one day, the latter 
was collected on a funnel and washed with small portions of half 
saturated ammonsulfate solution. The filtrate with washings was 
dialysed against tap water and distilled water until the outer 
liquid showed no sulfate reaction anymore. ‘The solution was 
finally condensed to a small volume on the boiling bath, added to 
with 5 to 10 volumes of alcohol, and the erude mucoid which had 
fallen out was purified by repetition of dissolving in water and» 
treatment with alcohol. Yield of the air dry substance was in 
averages 0.109% of yolk. 

To settle the question, if the substance obtained might be a 
mixture composed of more than one single protein, the purified 
substance was deposited partially from its watery solution by 2/3 
saturation of ammonium sulfate, and the optical rotation of this 
fraction and total reduction power of its hydrolysate were estimated 
after the precipitate was purified by dialysis. The values attained 
were nearly the same as before the fractionation, namely: [a]} 
was —25.0° in conc. of 1% and the total reduction corresponded 
to 36.3% of sugar calculated as glucose. (confer below). 


The second method. 


10 clean yolks removed completely from egg white were 
strained well, shaken with an equal part of ether alcohol mixture 
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(1:1) and the precipitate was collected on a Biichner’s funnel. 
It was submitted further to exhautsive extraction with many 
changes of the above mixture, pulverized and stirred up with 600 ee. 
of water. The mixture was then boiled under reflux after addition 
of 300 ce. of 95% alcohol, and being acidified to pH 5 with 30% 
acetic acid. After the lapse of 5 hours, the insoluble residue was 
removed, and the mucoid was separated by treating the supernatant 
liquor with 5 to 10 parts of aleohol. It was purified by redissolving 
in water and re-precipitation with alcohol. The yield, in averages, 
0.095% of yolk. 


B. THE CHEMICAL AND PHYSICAL PROPERTIES. 


The purified product is hygroscopic and contains 16 p.e. of 
moisture, as calculated from the loss of weight in vacuo (3mm 
Hg) over P2O;. It is soluble perfectly in water and involves a 
nearly definite amount of inorganic matter, which even prolonged 
dialysis could not remove. 


Analysis. 


The substance as dried at 18mm He and 40°-45°C analysed 
as follows: 
I. 2.433 mg substance: 2.987 mg CO2(33.48% C), 1.597 mg 
H2,0 (7.34% H) 0.558 mg ash. 
II. 2.168 meg substance: 2.673 mg CO2(33.62% C), 1.464 mg 
H2,0 (7.56% H) 0.488 mg ash. 
I. 1.832 mg substance: 0.140 ee. (22°C. 755.5 mm) N(8.79%) 


Il. 1.742 mg 3 : 0.139 ee. (22°C. 754.0 mm) N(9.08%) 
I. 5.958 mg substance: 1.236 mg BaSO4(2.85% S$) 
Il. 5.625 mg = : 0.978 me BaSO4(2.39% 8) 


(Ovomucoid: C, 48.85. H, 6.92 N, 12.46 8, 2.22% (Zanetti) ) 

Hither the molybdate test for phosphate after ignition or the 
iodine test of its solution for glyogen resulted in negative. 

The incombustible residue is insoluble in water, soluble in 
hydrochloric acid and the flame test revealed the presence of Ca. 
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Precipitation tests. 


The protein reactions are 


tabulated below. 


TABLE I. 


Vitellomucoid: 


Ovomuecoid: 


Heat coagulation 
With fest trichloracetic acid — 


By 2/3 saturation with 
ammonium sulfate 


With fest sulfosalicylie acid 


With 25% mereurie acetete 
solution 


With equal part of 25% phos- 
photungstie acid 


Ferricyanide acetic acid reaction 
Saturation with sodium sulfate 


At the junction with sat. lead 
subacetate solution 


With fest tannic acid 


By saturation with NaCl. 


no precip. 
¥ ; + 
flocculation ( ,*, ) 


flocculation (+, )* 


trace 


no precip. 
faint turbidity 


faint turbidity 
flocculation ( + ) 
cloudy ring( + ) 


precip. 


flocculation (+ ) 


no precip. 
faint turbidity 


flocculation 


no precip. 


flocculation Ce) 


no precip. 
flocculation (+ ) 


no precip. 


precipitated 
more readily 


no precip. 


* 2/3 saturation precipitates out 38% (determined by the weight of the 


deposit) and saturation 55% (determined by measuring the reduction power of 
the mother liquor after hydrolysis) of the substance out of its watery solution. 


Colour reactions. 


The vitellomucoid solution showed all the following protein 
reactions: biuret, Folin’s amino acid, ninhydrin, Millon’s, diazo-, 
Hopkins-Cole’s, Ehrlich’s p-dimethylamino- 
benzaldehyde, lead sulfide, Sakaguechi’s and Molisch reactions. 


xanthoprotein, 


Optical activity. 
Vitellomucoid rotates the polarized D-light by —24.7° at 


Qo Calo l y= — 0.363 x 3.0432/1 x 0.0446 x 1.003 = —24.7° (Ovomu- 
coid: [a]'5= —0.856 x 3.0366/1 x 0.0411 x 1.0033 = —63.0°). 
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Isolation of glucosamine from vitellomucoid 
as the tetrabenzoate. 


306 mg of the dry vitellomucoid was mixed in a porcelain dish 
with 20 ce. of fuming hydrochloric acid and condensed to a small 
volume by gentle boiling and finally almost to dryness on a steam 
bath. The dark residue was dissolved in 20 ce. of water, treated 
with animal black and the filtrate was evaporated again to a few 
ee. After being cooled, it was slightly alkalinized with 10% sodium 
hydroxide and a flocculent precipitate which fell out thereupon 
was removed after being washed with a little water. The filtrate 
combined with the washing was shaken with 5 ee. of benzoyl chloride 
and 35 ec. of 10% NaOH for 20 min., the water layer decanted off 
and the half liquid benzoylation product was taken up in hot 
aleohol, after having been washed with water. The alcoholic solu- 
tion was evaporated under reduced pressure at 40°C, the residue 
extracted with chloroform and the solution was again concentrated 
in a similar manner. Crystals in typical needles came out when 
the hot alcoholic solution of the remaining syrup was cooled. The 
yield from alcohol recrystallised product was 25mg and m. p. 
199°C. No depression of melting point took place when the sub- 
stance was mixed with tetrabenzoylglucosamine. 


Quantitative analysis of glucosamine. 

Glucosamine was estimated by the p-dimethylaminobenzal- 
dehyde method of Masamune and Nagazumi (unpublished), 
taking 27.2mg of the dry substance for hydrolysis and 4/25 of 
the hydrolysate for colour comparison after neutralizing and 
making it up to 25 ce. 

The colour depth equaled that developed by 0.439 mg of 
glucosamine, namely, 10.1% of the mucoid is taken up by the 


aminosugar. 


Total reduction. 


14mg of the dry substance were taken up in 8cc. of In. 
hydrochloric acid and was heated with a reflex condensor for 4 
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hours. The solution was then cooled, made up to 12 ce. with water 
after being neutralized with 2 ce. of 4n. NaOH and the reduction 
power was estimated according to Fujita, after addition of 4 ce. 
of 0.005 n. ferricyanide solution. 3.09 ce. of the latter were reduced 
which amount to 36.4% of the mucoid, when calculated as glucose 
(ovomueoid: 31%). 


Qualitative and quantitative analysis of the 
non-anunosugar. 


It was analysed by the orcinol method of Tillmans and 
Philippi, with a minor modification (Ozaki) and by indole and 
diphenylamine I reactions (Dische), by calculating from the 
curves plotted by Ozaki. The result is illustrated in Table II. 


TABLE II. 


Percentage of mucoid taken 


Percentage of up by sugar eale. 
vitellomucoid . as 
employed for Reaction 
analysis : : 3 mannose + 
Glucose |Mannose|Galactose 1 glucosamine 
0.15 Orcinol- 30.0 20.4 Uis\7 
ay Indole- 14.0 20.4 19.3 20.0 
e, Diphenylamine-I. 22.7 20.3 31.3 
0.05 Orcinol- 26.0 20.0 20.0 
ee Indole- 15.0 20.0 18.0 20.0 
hs Diphenylamine-I. 24.0 20.0 38.0 32.0 
20.2 
(average ) 


The values coincide well with one another, when calculated as 
mannose, irrespective both of the mucoid concentration in the 
solution analysed and of the kind of reaction, while, otherwise, they 
diverge from one another remarkably. Therefore, the non-amino- 
sugar is mannose, which takes up 20.2% of vitellomucoid and the 
molecular ratio of mannose to glucosamine is 20:2/180:10-1/179 
=2;(), 


According to Masamune and Hoshino, ovomucoid contains 
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mannose and glucosamine in the equimolecular proportion (private 
communication) so that the ecarbodydrate fraction of vitellomucoid 
is not identical with that of ovomucoid. 

Conclusively, the chemical and physical properties above re- 
corded prove that the substance isolated is a new mucoid which 
differs far from ovomucoid and accordingly the writer denominates 
it ‘‘vitellomucoid’’. 


Isoelectric point. 


In order to determine the isoelectric point of vitellomucoid 
approximately, viscosity measurement was carried out by means of 
an Ostwald’s viscosimeter. 2 cc. of 3% solution was added to 
lee. of acid or of alkali, and pH of the mixtures was estimated 
by the indicator method of Clark and Lubs. The bath tempera- 
ture was kept strictly at 30°C. | 


TABLE III. 
Time of outflow for pure water: 45% seconds. 
Sol. Cone. of acid or of alkali added pH Time of outflow (sec.) 
No. 1 0.3 n. HCl 1.5 53.0 
aS 
2 0.1 iC ean 2.5 5250 
rail 
~ 59 4 
3 0:05) nH ,, 4.0 5250 
4 0025 sn pa 
aa ses? 4.8 10 
4 
~ = 
HY O01. mn. =, 5.3 5279 
9 
6 OO0amn. 5.5 5259 
3 
i d2 
7 0.0025 n._ ,, 5.8 259 
* : 593 
8 dist. water 6.0 5259 
= 7 5 50 
9 0.005 n. NaOH 6.3 25 
0.01 52h 
10 N ‘Tess 6.7 Sa 
Gs 
54— 
11 : 0.1 11g sy om 9) 10 
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The results are given in table III, according to which the 
isoelectric point is likely to lie round pH 5.5. 

The writer is indebted for the elementary analysis to Dr. S. 
Kobayashi, Assistant of Professor H. Suginome in the Chemi- 
eal Institute. 

The Foundation for Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan gave a grant toward a part of the cost of this 
research which is in this place gratefully acknowledged. 
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XVII. Behaviours of Mucoids of Egg White and of Yolk 
during the Development of Chick. 


By 


TAMENOBU ONOE. 


(From the Medico-chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, April 13, 1936) 


How mucoids of an egg behave both quantitatively and qualita- 
tively is a problem of much interest from the view point of nutri- 
tion, as they are absorbed by the embryo completely at the end of 
development. As is expected from the preparation method of 
vitellomucoid in the writer’s previous work, ovo- and vitello-mucoid 
can be separated both together from either white or yolk, whenever 
one of them are transferred from white to yolk or vise versa, and 
whether gr not the substance taken out is a mixture of them is 
readily determined from its composition, because these two kinds of 
mucoid were found to contain mannose and glucosamine in different 
ratios. (confer Onoe 1936). This fact gives us a very favourable 
means for tracing their movement along the development. 

Bywaters (1913) and later Needham (1927) found that 
there is no preferential absorption of ovomucoid from white 
proteins of developing eggs, the former by comparing the ratio: 
ovomucoid-N/ablumin-N, the latter by calculating the percentage 
of white taken up by ovomucoid which remained constant at various 
stages of incubation. Needham obtained, moreover, a curve of 
total mucoid in the extraembryonic remainder which gave a peak 
in the middle and falls finally to nil at the end of ineubation, and 
judging from the results that in white the mucoid decreased steadily 
as ‘‘By waters claimed’’,”’ he tried to explain that formation of a 


1) Needham said that “Bywaters...... concluded that both of albumin 
and ovomucoid diminished steadily in the egg white as development proceeded,” 
but the writer can not find any description like that in the Bywater s’ publica- 


tion. 
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hump by assuming, that the mucoprotein of the yolk, a substance 
merely hypothetical to him, is probably much increased at the 
stage corresponding to that peak. He, however, had no data con- 
cerning the total weight of white and of ovomucoid of unincubated 
eges and, besides, did not try to isolate the white mucoid quantita- 
tively, as he himself mentioned. 

Komori isolated ovomucoid also from developing eggs but 
his figures do not give us any exact information of the increase 
and decrease of it because the substance was taken out at dates 
unsuitable for the purpose in view. 

In the present communication, the writer tried to prepare 
white- and yolk-mucoid fractions separately and most quantitative- 
ly as possible at an interval of 6 days of incubation. The 6th and 
12th days are points of inflexion on curves of water contents of 
both white and yolk plus embryonic system (Onoe (1933), on one 
hand, and on the other, fall on the hump of the mentioned 
Needham’s curve. In addition to them, coagulable proteins of 
white, vitellin and livetin of yolk were also isolated simultaneously. 
The results (Table I) are summarized as follows: ; 

1. The quantity of white for 100 gm. of the ege weight at 
the commencement of incubation decreases rapidly in the first 6 
days as the development proceeds, remains almost constant in the 
second and diminishes again gradually in the third. (Table I. 
Column 9). 

2. Yolk in percentage of the egg weight before treatment 
remains constant in the first and second periods and diminished in 
the third. (Col. 19). 

3. The absolute and relative amounts of both ovomucoid and 
coagulable proteins in white drop in the first and the third periods 
markedly while in the second, on the contrary, rises to some extent 
(Col. 11, 12, 14 and 15). The ratio of the amount of ovomucoid 
to that of coagulable protein at the commencement of incubation 
falls gradually through all 18 days (Col. 16). 

4. All of vitellomucoid, vitellin and livetin diminish slowly 
until the 12th day, and on further development vitellomucoid 
continues to decrease its weight while the remaining two show no 
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fluctuation. (Col. 22, 25 and 28). The ratio of the amount of 
vitellomucoid to that of vitellin+livetin at the commencement of 
incubation remains constant throughout the whole development of 
chick or falls slightly. (Col. 29). 

As mentioned already, Needham did not measure white 
mucoid before incubation and consequently missed finding that the 


‘ 


peak on his “‘ovomucoideurve’’ of the remainder is caused for a 
great part or entirely by the mucoid present in the white itself, 
as is seen from the figures in the second 6 days of hatching (Col. 
12. 

According to Schenck (1932), ege proteins, as, for example, 
between ablumin and conalbumin, change mutually into one another 
by exchange of their amino acids during the development of chick. 
Assuming his view is valid, the momentary rise of proteins in white 
in the first period, appears as if due to the supply of proteins from 
yolk after transformation of molecules, because, in this time, water 
stands still or flows back from yolk to white (Onoe, Schenck) 
and proteins of the former part diminish. But as will be discussed 
later, in so far as the mucoids are concerned, such an interpretation 
appears to be too forced. 

As to the qualitative behaviours, estimations were exerted on 
nitrogen, ‘‘total reduction’’, amino- and non-amino-sugars and 
rotatory power of the mucoid specimens which had been obtained 
at various stages and dried perfectly (Table II and IV—VI). 

The results revealed that ovomucoid undergoes no variation 
with respect to the above constituents and properties during the 
whole incubation, namely, no molecular conversion was observed 
whilst vitellomucoid is prone to change. At the 6th day when the 
rapid absorption of mucoid of white has just ceased, the nitrogen 
content of the mucoid in yolk is increased and the total reduction 
power, amino- and nocaminosugars are decreased, as if a part of 
the mucoid conveyed from white is retained in this portion of egg 
before being absorbed into the embryonic system, but the charac- 
teristie ratio between the constituents of carbohydrate of mucoid 
in yolk is not altered and the rotatory power of it is reduced despite 
that ovomucoid rotates D-light much stronger than vitellomucoid. 
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Therefore the passage of mucoid through the yolk sac is diffieult 
to imagine, unless it is accompanied with a so sudden intramole- 
cular transformation that beyond the boundary membrane neither 
the transported mucoid nor its intermediary products can be de- 
tected by analysis at all. The possibility of such a violent action 
in the yolk sac whose enzyme content is low is most likely to be 
excluded and therefore it is regarded as justified that ovomucoid 
is absorbed by the embryonic system directly from white. 

That white transports their components to yolk or vice versa 
and white is absorbed indirectly by way of yolk is now generally 
accepted (Aggazzotti(1919), Needham, Schenck and others), 
while no direct argument for it is afforded by the present work in 
so far as mucoid concerns. Previous observations on this point of 
absorption mechanism have been restricted and most of them were 
made merely on such simple compounds as water and free sugar. 
Although Needham extended his opinion to ovomucoid, proteins 
in general which are of colossal moiecule, are probably transferred 
to the embryonic system directly, but not through yolk, and the 
momentary increase of white mucoid in the second period is caused 
by synthesis or preferably by backflow of it from the fetal system. 
The fact that no albumin was separated out of the filtrate from 
livetin either by heating or by alcoholic treatment (refer to the 
procedures of protein preparation) is thought as an approval of it. 

Concerning the behaviour of carbohydrate complex of ovo- 
mucoid, Bywaters observed that the percentage of carbohydrate 
is all the same at various stages of development while Needham 
claimed that egg mucoid undergoes intramolecular change not only 
in yolk but also in white, basing it on the findings that the sub- 
stance isolated from the latter part of egg showed a gradual trend 
to a higher sugar content. Comparing this with the figures in table 
V, which were gained not by the reduction method and show true 
sugar values, those of Needham are not believed to give the 
accurate ones. The latter are too low (the average value: 11.5% 
calc. as glucose). Probably phosphortungstic acid he employed as 
a precipitant of the protein hydrolysate, deposits sugar out of the 
solution to a certain extent or the duration of heating with 5% HCl 
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was too tong. As enzymic experiments, on the other hand, Komori 
proved that diastase cleaves sugar from ovomucoid, and Miiller 
and Masayama and also Roger that yolk has a diastatic activity. 
From what Needham observed in experiments in vitro, yolk 
contains the so-called ‘‘ovomucoidase’’ which sets free reducing 
sugar from ovomucoid, and it was suggested that the mucoid is 
split up into free sugar and protein before absorption. If Need- 
ham/’s enzyme which sphts off a reducing sugar is a single enzyme, 
it should belong to carbohydrase and vary the ratio of nonamino- 
to amino-sugar owing to the partial hydrolysis. Nevertheless, as 
the present results show (Table V), the constaney of composition 
of carbohydrate is maintained not only in ovo- but also in vitello- 
mucoid through the whole stages, and no evidence is afforded in 
favour of the partial cleavage. . 

The qualitative behaviours above depicted demonstrate on the 
other side that protein moiety of mucoid suffers gradual change 
alone the development in yolk, while not in white. 

Conclusively, ovo- and vitello-mucoid are absorbed directly to 
the embryonic system from white and yolk respectively, and most 
probably without any conversion in the former, and after trans- 
formation of the protein portion in the latter. 


EXPERIMENTAL. 


Fertile eggs of White Leghorn hens were incubateed at 40°C 
under standard conditions. The proteins were prepared as follows: 


Separation of the proteims. 


From eggs before incubation the yolk white are collected apart 
from white by a yolk separator used in the kitchen as quantatively 
as possible, and with developing eggs, a pencil mark is made on 
the shell at the region where the embryo lies close to the shell 
membrane, by exposing the egg in the beam of light cast through 
a hole where the egg is placed, and then it is opened at this spot 
carefully and after allantois, amnion and embryo have been taken 
out one by one, yolk and white are collected with all precautions 
to obtain them most completely as possible. 
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The white is weighed in a tared beaker after being removed 
from chalaza and ovomucoid and uncoagulable proteins of white 
are prepared by the following modified Willianen method: 

The white of eggs is strained with a glass rod, 4 volumes of 
water are added, and the mixture is again stirred up vigourously 
to attain a homogeneous solution. It is then poured into 1% 
volumes of boiling water, added to with 30% acetic acid as far as 
the final concentration of the acid in mixture attains to 0.5% and 
heated in the water bath for 1 hour with occasional shaking, 
whereby the whole coagulable proteins are precipitated out. By 
these manipulations the charring which takes place when boiled 
on an asbestos sheeting is avoided. After being cooled the preci- 
pitates are collected on a Biichner’s funnel, washed with water of 
a volume equal to the acidified albumen solution. The filtrate and 
washings are combined together, condensed on a steam bath, with 
a constant stirring to a small volume and cooled. The solution is 
precipitated with 5 to 10 volumes of alcohol and centrifuged. The 
deposit is removed from contamination insoluble in water by treat- 
ment with a small quantity of water and reprecipitation with 
alcohol. The purification is repeated once more and after alcoho! 
has been drained by means of a small Biichner’s funnel, the sub- 
stance is dried finally in a dessicator. The coagulable proteins 
separated in the meanwhile are pressed between sheetings of filter 
paper and dried in a dessicator similarly. 

Proteins of yolk were isolated by the first preparation method 
in the foregoing communication (Onoe 1936) and the vitellin 
separated and washed was purified by submitting to dialysis and 
finally pressed on a porous plate. Livetin taken out was dissolved 
in water, dialysed in an ox bladder against running water at first, 
afterward against distilled water until no sulfate ions were detected 
in the outer liquid and dried. 

Although the uncoagulable proteins from white, livetin and 
vitellin were not prepared in a perfectly pure state, yet they are 
sufficient for the aim in view. 

The results are given in general in Table I. 
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Nitrogen, amino- and non-aminosugar contents of 
mucoids of white and yolk and their total 
reduction and rotatory powers. 


The substance which were taken for analysis had been dried 
previously to a constant weight in vacuo over P20; at room tem- 
perature. The analyses were made by the following ways: 

1) Nitrogen: by the micro-Kieldahl method. The results are 

given in Table II. 

2) Total reduction. 

The duration of hydrolysis: 

1.848 mg of ovomucoid before incubation were taken up in 
8ec. of water, hydrolyzed by varying the length of time and 
analysed on the reduction power by the procedures deseribed in 
the foregoing report. (Onoe 1936). The reduction power was 
found to arrive in 3 hours, ad maximum, and to remain constant 
further on. The analysis below were accordingly made by 4 hours 
hydrolysis. 

The calculation was exerted from a diagram plotted from 
figures in table III, which gives reduction power not only of 
glucose but also of mannose, galactose and glucosamine chlor- 
hydrate. The volume of ferricyanide solution reduced is a straight 
line function of sugar amount. 

Table IV indicates the results on the mucoids. 

3) Amino- and nonamnio-sugar. 

' The method of Masamune and Nagazumi and the orinol 
method were adopted as in the foregoing communication (Onoe 
1936). See Table V. 

4) Rotatory power. 

In case of mucoid in white, 30 mg of the substance were dis- 
solved in lee. of water and in case of that of yolk, 10 mg in 1 ee. 
see Table VI. 

Summarising, all estimated remained constant in the white 
mucoid throughout the development of egg. In the yolk mucoid 
they diverged from one another decidedly although to a slight 
extent, but, nevertheless, the ratio of aminosugar to non-amino- 
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TABLE II, 
Substance 
taken for N 
analysis 
mg mg % 
I. Ovomucoid before incubation 3.073 0.363 11.8 
Te oy acter 6 days, 2.610 0.313 12.0 
PET, ¥ Se lee 5 2.942 0.343 iler/ 
IS is pe ih 5 3.011 0.3614 12.0 
I. Vitellomucoid before incubation 2.32 0.1833 7.9 
WE Cf after 6 days - 162 0.1277 8.4 
(OLE - 5) A ss 1.42 0.1108 7.8 
Vs = i toes a 1.42 0.1022 7.2 
TABLE III. 
Quantity of 0.05n. ferricyanide solution reduced 
Weight of ce, 
sugar } = or ks Le ae 
es | Glucose Mannose Galactose nee 
0.1 6.0 0.60 / 0.39 0.52 
0.2 1.20 1.13 0.75 1.00 
0.3 1.80 L772 1.16 iO) 
0.4 2.25 1.60 2.00 
0.5 2.80 1.93 2.51 
0.6 3.60 3.46 2.30 3.01 
TABLE IV. 
Substance Percentage 
taken for of the reducing 
analysis components eale. 
mg. as glucose 
I. Ovomucoid before incubation 1.68 31.0 
160 » after 6 days ,, | 1.34 31.0 
DLT, s ae Le eS oo 1.536 30.8 
LEAVE, 35 ane, ol hstan ee os 1.632 31.0 
I, Vitellomucoid before incubation 1.4 | 36.2 
its » after 6 days ,, 0.97 24.0 
IME - me «55 ns ie 37.3 
IV. mS Boo LR) Bee 1.44 35.2 
{ 
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sugar showed scarcely any fluctuation. 
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TABLE VI. 
I. Ovomucoid before incubation: 
[a]}= —1.82 x 3.6093/1 x 0.1056 x 1.010 
= 1.82 33.8 =—61°.6 
IJ. Ovomuecoid after 6 days incubation: 
[a]3= —1.83 X 33.84 =—61°.9 
III. Ovomucoid after 12 days incubation: 
{a}ij= —1.80 x 33.84 =—60°.9 
IV. Ovomucoid after 18 days incubation: 
[a]7} = —1.81 x 33.84 =—61°.3 
J. Vitellomucoid before incubation: 
[a]o= — 0.25 X 3.2257/1 X 0.0321 x 1.003 
= — 0.25 x 100.2 = —95°.1 
‘II. Vitellomucoid after 6 days incubation: 
[a2 = — 0.13 x 100.2 =—13°.0 
III. Vitellomucoid after 12 days incubation: 
[e]A>= —0.32 x 100.2 = —32°.1 
IV. Vitellomucoid after 18 days incubation: 
[oJ = —0.34 x 100.2 =—34°1 


SUMMARY. 


1. The absorption rates of mucoid and other proteins of egg 
during incubation were observed. 

2. The absorption rate of mucoid from white into the em- 
bryonic system is not equal to, but higher than that of other 
proteins. The yolk mucoid does not appear to be absorbed pre- 
ferentially to other proteins. 

3. The proteins of white show a momentary increase in the 
period between the 6th and the 12th days. 

4. White mucoid is most probably absorbed directly by the 
embryonic system, but not by way of yolk, and the transitory rise 
noted in 3. seems, consequently, to be due to its back-flow from 
. the fetal system including amnion and allantois. 
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4. The mucoid do not suffer any partial cleavage in the carbo- 
hydrate fraction. Protein moiety of vitello- but not of ovo-mucoid 
is converted gradually in loco before absorption. 

The writer desires to express his indebtedness to the Founda- 
tion for Promotion of Scientific and Industrial Research of Japan 
for a grant to defray the expenses of this research. 
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SPALTUNG DES LECITHINS. 


Abtrennung des Cholins aus dem Lecithin durch 
die Takadiastase. 


VON 


TOSIO YOSINAGA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Akademie 
Kumamoto. Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am. 18 April 1936) 


Akamatsu (1923) berichtete, dass das Lecithin durch die 
Takadiastase hydrolisiert und dass die Phosphorséure und Fett- 
sdure dadurch befreit wurde. Es ist aber noch nicht erkannt, ob 
das Cholin, welches das dem Lecithinmolekiil spezifische Komponent 
ist, durch die Takadiastase aus Lecithin abtrennt oder nicht. Um 
diese Frage zu losen, untersuchte ich mit Sakakibara zuerst die 
Bestimmungsmethode des Cholins in der Mischung des Cholins und 
Lecithins. Das Resultat ist in der friiheren Mitteilung [Sakaki- 
bara and Yosinaga (1936) | veroffentlicht. Mit dieser Bestim- 
mungsmethode bestimmte ich nun die Cholinmenge, welche durch die 
Takadiastase aus dem Lecithin abtrennt, und stellte das Optimum- 
Pu fiir diese Spaltungsmenge fest. Die daraus sich ergebenden 
Resultate will ich in der vorliegenden Mitteilung veroffentlichen. 


EXPERIMENT. 


Fiir das Experiment wurde das nach Sueyoshi’s Methode 
(1931) dargestellte Eigelb-Lecithin gebraucht und init Hilfe von 
Alkohol zu einer wisserigen 3% Loésung gemacht und der Alkohol 
einzlich vertrieben. 0,12 ¢ Takadiastase wurde mit 20 cem Puffer- 
lésung vermischt und dann 10 cem Lecithinlésung beigegeben. Es 
ergaben 30 ccm 1% Lecithinlésung. Um einem Faulwerden dieser 
gemischten Loésung vorzubeugen, gab man einen Tropfen Chloro- 
form bei und stellte die Mischung in einen Brutschrank bei 37°. 

Auf folgender Tabelle werden nun die verschiedenen Puffer- 
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lésungen nach Sdrensen und nach Clark und Lubs gezeigt. 


Clark u. Lubs 
pH Sorensen pH | (Jedes mit Wasser auf 
20 cem aufgefiillt) 
ecm ccm 
m/10 sekundar. Na-Citrat 8,00 m/5 Kaliumbiphthalat |- 5,00 
2,97 | m/10 HCl 12,00 | 9 | m/5 HCl 2,03 
m/10 sekundir. Na-Citrat | 11.00 m/5 Kaliumbiphthalat | 5,00 
3,95 | m/10 HCl 9,00 | *° |m/5 NaOH 0,04 
m/10 sekundir. Na-Citrat | 19,00 m/5 Kaliumbiphthalat | 5,00 
5,0 | m/10 NaOH 1,00 |. © | m/5 NaOH 2,39 
m/10 KH2PO. 18,00 m/5 KH2PO. 5,00 
5,9 | m/15 NasHPO, 2,00 | © |m/5 NaOH 0,57 
m/15 KHePO. 8,00 m/5 KHePO,. 5,00 
6,98 | n/15 NasHPO. 12,00. | 79 |m/5 NaOH 2,96 
m/15 KO2PO. 1,00 m/5 KHePO. 5,00 
80 | m/15 NasHPO, 19,00 | 89 | m/s NaOH 4,68 


Am 1.-6. Tag. wurde die Mischung gut geschiittelt und ein Teil 
der Mischung in ein Spitzglas getan; dann bestimmte ich das Cholin 
nach unserer Methode [Sakakibara und Y osinaga (1986) |. Ich 
will hier kurz die Methode der Cholinbestimmung beschreiben: Das 
ungespaltene Lecithin wurde durch Hisencitrat und Hisenhydroxyd 
gefallt, das Cholin (C;H1;02N) in oberer Fliissigkeit wurde dureh 
das Romaunsche Reagenz (1930), namlich die Jodjodkalilosung, als 
Cholinperjodid (C5H,;02NJ-Js) gefallt. Die Cholinmenge wurde 
durch Titrierung der Jodmenge, welche im Cholinperjodid enthal- 
ten ist, bestimmt. | 

Berechnung: 1 Molekiil Cholinperjodid enthalt 1 mol. Cholin 
und 9 Atome Jod. Das Molekiilgewicht des Cholins war 121,128, 
das Atomgewicht des Jods 126,92 und das Verhaltnis Cholin: Jod 
im Cholinperjodid war 121,128:126,92mal 9. 1cemn/100 Na2S.0>z- 
Loésung entspricht 1,2692mg Jod, also 121,128/9=0,1350 me 
Cholin. Man berechnet also das Cholin aus der cem-Zahl der zur 
Titrierung notigen n/100 Na2S203-Lésung mal 0,1350 mg. 

Fir dieses Experiment wurde auch ein Kontrollversuch 
gemacht, in dem keine Takadiastase gebraucht, sondern nur folgende 


Spaltung des Lecithins. 23 
gemischte Lésung: 3% Lecithin 10 cem + Pufferlésung 20 cem. 
Die folgenden Tabelle I u. IT zeigen die Resultate. 
TABELLE I. 
Pu=3. (Pufferlésung nach Sdrensen) 
Hauptversueh Koutrollversuch 
Zeit- ae ; a 
: Benotigte era cae Benotigte 
— n/100 NasS2Os | Cholinmenge nea oe n/100 NasS2Oz | Cholinmenge 
is Loésung | (®) aes Losung (b) 
(F'= 1,0895) ; (#=1,0895) 
ecm mg mg cem mg 
24 0,87 0,1280 0,0839 0,30 0,0441 
48 1,47 0,2062 0,1621 0,30 0,0441 
72 1,93 0,2839 0,2320 0,35 0,0519 
96 2,22 0,3266 0,2648 0,42 0,0618 
120 1,82 0,2677 0,2030 0,44 0,0647 
144 1,89 0,2780 0,2147 0,43 0,0633 
Pu=4. 
Hauptversuch Kontrollyersuch 
Zeit- BE, ae 
» Benotigte ee Benotigte 
Sigs n/100 Na2S20s | Cholinmenge ce n/100 NasS20z | Cholinmenge 
‘ Losung (a) an Loésung (b) 
(F=1,0895) ; (F'= 1,0895) 
ecm mg mg com mg 
24 3,92 0,5766 0,5330 0,31 0,0436 
48 5,49 0,8076 0,7546 0,36 0,0530 
72 6,53 0,9606 0,9076 0,36 0,0530 
96 6,75 0,9929 0,9061 0,59 0,0868 
120 6,99 1,0282 0,9502 0,53 0,0780 
144 6,95 1,0233 0,9208 0,69 0,1015 
Pu=65. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- Sie aed ; a 
Benotigte ee Benotigte 
es n/100 Na2S2Oz | Cholinmenge Boe n/100 NasSsOs | Cholinmenge 
; Losung | (a) aes Losung (b) 
(F=1,0895) ou (F=1,0895) 
ceem mg mg cem meg’ 
24 2,68 0,8942 0,8442 0,34 0,0500 
48 3,67 0,5399 0,4987 0,28 0,0412 
72 4,33 0.6369 0,5850 0,35 0,0519 
96 4,77 0,7017 0,6090 0,63 0,0927 
120 4,63 0,6811 0.6134 0,46 0.0677 
144 5,02 0,7385 0,6591 0,54 0,0794 
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PH=6. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- eit Benotigt 
Benotigte ee enotigte 
cared n/100 NasS.03 Cholinmenge pore ee ee ee 
; Losung ms (a) au. b al Bes ( 
(F'=1,0895) (F'= 1,0895) 
——_—_— =r aa || 
eem mg mg ecm mg 
24 1,89 0,2780 0,2295 0,33 0,0485 
48 3,10 0,4560 0,4192 0,25 0,0368 
72 3,55 0,5222 0,4648 0,39 0,0574 
96 4,14 0,6090 0,5266 0,56 0,0824 
120 3,85 0,5663 0,5001 0,45 0,0662 
144 4,11 0,6046 0,5237 0,55 0,0809 
PH=7. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- Ber ee a i aad Katee 
_ | Benotigte ee Benotigte 
re n/100 NazS20s Cholinmenge mL n/100 NazS20z | Cholinmenge 
teil Losung - (a) Ak Losung (b) 
(F = 1,0895) (F =1,0895) 
ecm mg mg ecm mg 
24 1,72 0,2530 0,2147 0,26 0,0383 
48 1,99 0,2927 0,2662 0,18 0,0265 
72 3,39 0,4987 0,4237 0,51 0,0750 
96 3,11 0,4575 0,3825 0,51 0,0750 
120 3,46 0,5110 0,4345 0,52 0,0765 
144 3,62 0,5325 0,4236 0,74 0,1089 
PH=8. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- Pate ae 
jaehen. Benotigte ee Benotigte 
pes n/100 Na2S2O; | Cholinmenge oe n/100 NazS2Oz | Cholinmenge 
; _Lésung E (a) raat Lésung (b) 
(#= 1,0895) : (¥=1,0895) 
cem meg mg eem mg 
24 1,41 0,2075 0,1707 0,25 0,0368 
48 1,66 0,2442 0,2177 0,18 0,0265 
72 2,63 0,3856 0,3312 0,37 0,0544 
96 2,60 0,3825 0,3104 0,49 0,0721 
120 2,00 0,3751 0,3148 0,41 0,0603 
144 2,60 0,3825 0,3089 0,50 0,0736 
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TABELLE II. 
(Pufferlésung nach Clark und Lubs) 


Pa 3: 
Hauptversuch | Kontrollversuch 
Zeit- ae | - 
- Benotigte ayo Benotigte 
a n/ 100 NazS2Os | Cholinmenge me n/100 NasS2Oz | Cholinmenge 
é Lésung (a) hah Loésung (b) 
(F=1,0895) | cae | (F=1,0895) 
com | mg mor. | com | mg 
24 0,84 0,1236 0,0751 | 0.33 0,0485 
48 1,08 0,1593 0,1005 | 0,40 0,0588 
2 | 1,50 0,2207 0,1545 | 0,45 0,0662 
96 Beal | 0,1926 0,1014 | 0,62 0,0912 
120 1,87 0,2751 0,2015 | 0,50 0,0736 
144 1,85 0,2721 0,1927 | 0,54 0,0794 
Pi 4 
Hauptversuch | Kontrollversuch 
Zeit- | ee ae 
. Benotigte Taare Benotigte 
nig n/100 NasS2Oz | Cholinmenge gd n/ 100 NazS.O; | Cholinmenge 
me Losung @) aay Losung (pb) 
| (F=1,0895) Ee | (Bet 0895) 
ecm mg mg com mg 
24 3,87 0,5693 0,4943 | 0,51 0,0750 
48 5,43 0,7988 0,7032 | 0,65 0,0956 
72 6,34 0,9326 0,8354 | 0,66 0,0971 
97 6,43 0,9455 0,8116 | 0,91 0,1339 
120 6,40 0,9567 0,7861 | 1,16 0,1706 
144 6,59 0,9695 0,8150 | 1,05 0,1545 
PH=5, 
Hauptversuch Kountrollversuch 
Zeit- woe Pattie 
: Benotigte BS DI Bendtigte 
dauer n/100 Na2S20z | Cholinmenge Differenz n/100 NazSzO; | Cholinmenge 
St. sé von or b 
Lésung (a) Revi. Lésung (b) 
(F'=1,0895) (F=1,0895) 
: | | 
| | z 
ccom mg mg Cem | mg 
24 2,41 0 3545 0,2912 0,43 0,0633 
48 3,49 0,5134 0,4403 0,50 0,07 31 
72 4,65 0,6825 0,5972 0,58 0,0853 
96 5,09 0,7487 0,6546 0,64 0,0941 
120 4,74 0,6963 0,6169 0,54 0,0794 
144 4,77 0,7017 0,6090 0,63 0,0927 
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PH=6; 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- ae ss 
; Benotigte nie, Benotigte 
a n/100 NazS2Oz | Cholinmenge pe ae n/100 NasS20s Cholinmenge 
; Lésung (a) eae Lésung ; (b) 
(F=1,0895) (F=1,0895) 
ceem mg mg ecm mg 
24 213 0,3134 0,2604 0,36 0,0530 
48 3,28 0,4825 0,4266 0,38 0,0559 
72 3,83 0,5634 0,5016 0,42 0.0618 
96 3,73 0,5487 0,4604 0,60 0,0883 
120 =| 3,85 0,5663 0,4927 0,50 0,0736 
144 3,93 0,5778 0,5028 0,51 0,0750 
PH=7. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
got Bendtigte tee Bendtigte 
: ee n/100 NazS2Oz | Cholinmenge | ~~? ai n/100 NasS2Os3 seers ec 
Losung (a) Losung 'b 
(F = 1,0895) au.b | (F=1,0895) 
cem mg mg eem mg 
24 1,69 0,2496 0,1981 0,35 0,0515 
48 1,98 0,2913 0,2530 0,26 0,0383 
72 3,28 0,4825 0,4310 0,35 0,0515 
96 3,69 0,5428 0,4766 0,45 0,0662 
120 3,35 0,4928 0,4369 0,38 0,0559 
144 3,38 0,4972 0.4310 0,45 0,0662 
Pr 8 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- mae Bir 
aoe Benotigte 3 Benotigte 
daner  |,/100 NasSs0s | Cholinmenge Ditferenz |»/100 NasS.0, | Cholinmenge 
a Loésung @&) ; Loésung (b) 
(F'=1,0895) au.b | (F=1,0895) 
cem mg mg cer mg 
24 1,28 * 0,1883 0,1427 0,31 0,0456 
48 1,80 0,2648 0,2192 0,381 0,0456 
12 2,45 0,3604 0,3020 0,39 0,0584 
96 | 2,08 0,38794 0,3088 0,48 0,0706 
120 | 2,37 0,3486 0,2839 0,44 0,0647 
144 2,66 0,3903 0.3167 0,50 0,0736 
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Den obigen Resultaten nach zeigte das durch die Takadiastase 
aus Lecithin befreite Cholin bei Pu 4 den hiéchsten Wert. 

Um das Optimal-PH noch genauer zu bestimmen, stellte ich 
weiter nach Clark und Lubs und nach Sérensen die 3 Puffer- 
lésungen: Px 3,5, 4,0 und 4,5 her. Experiment wurde verfolgt ganz 
gleich wie oben. 


Clark und Lubs 
pH Sorensen pH | (Jedes mit Wasser auf 
20 cem aufgefiillt) 
cem com 
m/10 sekundar. Na-Citrat | 9,00 m/5 Kaliumbiphthalat | 5,00 
3t | m/10 HCl 11,00] *° |m/5 HCl 0,79 
m/10 sekundar. Na-Citrat | 11,00 | m/5 Kaliumbiphthalat | 5,00 
3,95 | m/10 HCl | 9,00| ©? |m/5 NaOH 0,04 
| m/10 sekundir. Na-Citrat 14,00 m/5 Kaliumbiphthalat | 5,00 
4,49 | m/10 HCl 6,00| %° |m/5 NaOH 0,98 


Die folgenden Tabelle III. u. IV. zeigen die Resultate. 

Die folgende Figur zeigt die Resultate bei PH 4 und 4,5 und 
zwar wurde durch das Mittel des Werts von den beiden Experi- 
menten mittels der Pufferlosung nach Sé6rensen und nach Clarks 
und Lubs gezeichnet. 


TABELLE IIT. 


PH=3.5. (Pufferlésung nach Sérensen) 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- ee | ie 
, Benotigte race nae Benotigte 
oe n/100 NavsS2Oz | Cholinmenge ere n/100 NazS2Oz; | Cholinmenge 
: Losung (a) eat Losung (b) 
(F=0,9605) Stns (F'=0,9605) 
ecm | mg mg com mg 
24 2,13 0,2768 0.2066 0,54 0,0702 
48 3,49 0,4523 0,4199 0,25 0,0324 
72 4,69 0,6089 0,5468 0,48 0,0621 
96 4,66 0,6048 0,5673 0,52 0,0675 
120 5,09 0,6602 0,5697 0,70 0,0905 
144 5,12 0,6615 0,5724 0,66 | 0,0891 


28 


T. Yosinaga: 


PH=4,0. 
Hauptversuch | Kontrollversuch 
Zeit- ae | ere 
. Benotigte eee Benotigte 
sorte n/100 Na2S8eOz | Cholinmenge ero n/100 NazS2Os3 | Cholinmenge 
bas Lésung (a) ars Lésung (b) 
(F'= 0,9605) ae (F =0,9605) 
ecm mg mg cem mg 
24 5,30 0,6939 0,6264 0,52 0,0675 
48 6,20 0,8046 0,7533 0,39 0,0513 
72 7,06 0,9153 0,8329 0,63 0,0824 
96 7,27 0,8423 0,8599 0,63 0,0824 
120 6,93 0,8991 0,8208 0.62 0,0783 
144 7,54 0,9774 0,8856 0,71 0,0918 
PH=4,5, 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- ne = — 
F Benotigte eae Benotigte 
ee n/100 NazS2O3 | Cholinmenge uaercez n/100 Na2S2Os | Cholinmenge 
ot. von za) 
Loésung (a) oe Losung (pb) 
(F=0,9605) ane (F =0,9605) 
eem mg mg eem mg 
24 4,52 0,5859 0,5170 0,53 0,0689 
48 5,41 0,7155 0,6601 0,43 0,0554 
2 6,01 0,7911 0,7074 0,65 0.0837 
96 6 63 0,8600 0,7776 0,63 0,0824 
12 6,38 0,8276 0,7582 0,61 0,0794 
144 6,66 0,8640 0,7816 0,64 0,0824 
TABELLE LV. 
(Pufferlésung nach Clark u. Lubs) 
PH= 3,0. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- aie 
Benotigte ; Benotigte 
al : : : g 
e ane n/100 NaS2Os Cholinmenge pee n/100 NazS82O; | Cholinmenge 
; Lésung (a) Rea: Lésung (b) 
(F= 0,9605) fae (F =0,9605) 
" ecm mg mg ecm mg 
2 2,29 0,2970 0.2227 0,57 0,0743 
48 3500 0,4604 0,4253 0,27 0,0351 
72 4,89 0 6345 0.5959 0,38 0,0486 
96 5,17 0,6710 0,5778 0,72 0.0932 
120 5,19 0,6737 0,5805 0,72 0,0932 
144 5,21 0,6750 0,6021 0,56 0.0729 
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Pr — 4.0: 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- A fis 
Benotigte tee oe Benotigte 
aes n/100 NasS:Os | Cholinmenge oo n/100 NasS2Os | Cholinmenge 
j Loésung (a) ahi Losung (b) 
(F'=0,9605) hae (EF = 0,9605) 
ecm mg mg ecm mg 
24 5,56 0,7209 0,6493 0,55 0,0716 
48 6,20 0,8046 0 7398 0,50 0,0648 
72 7,30 0,9464 08559 0,70 0,0905 
96 7,56 0,9801 0,9004 0,61 0,0797 
120 7.56 0,9801 0,9045 0,58 0,0756 
144 7,42 0,9626 0,8775 0,66 0,0851 
PH =4,5. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit- ae . ee 
4 Benotigte phan Benotigte 
irae n/100 NasS20z | Cholinmenge aoe n/100 NazS2Oz | Cholimenge 
. Loésung (a) aes Loésung (b) 
(F=0,9605) : (= 0,9605) 
ecm mg mg ecm mg 
24 4,12 0,5346 0,4549 0,61 0,0797 
48 5,22 0,6763 0,6250 0,40 0,0513 
72 6,70 0,8694 0,7762 0,72 0,0932 
96 6,63 0,8600 0,7790 0,62 0,0810 
120 6,63 0,8600 0,7952 0,50 0,0648 
144 6,94 0,9001 0,8453 0,50 0,0648 
Cholinmenge 
(mg) 
0.9 pH 4.0 
0.8 = pH 45 
0.7 
0.6 
0.5 
04 
0.3 
0.2 
ee Zeitdauer 
: 24 43 72 96 120 ~=— 144 — (St) 
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Nach diesen Resultaten kann man feststellen, dass die Fahig- 
keit der Takadiastase, aus dem Lecithin das Cholin abtrennen zu 
lassen, bei Po 4 am stiarksten ist. 


ScCHLUSS. 


Die Spaltung des nach Sueyoshi’s Methode dargestellten 
Lecithins durch die Takadiastase wurde durch die Bestimmung der 
Cholinmenge unter den verschiedenen Konzentrationen des Wasser- 
stoff-Ions beobachtet und es wurde gewiss, dass die Cholinmenge 
bei Pu 4 den héchsten Wert erreichte. 
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DAS ANTIGEN DER WASSERMANN’SCHEN 
REAKTION. 


Von 


IHOE SAKAKIBARA., 


(Aus dem Biochemischen Institut (Vorstand: Prof. Dr. 8. Kato) und dem 
Mikrobiologischen Institut (Vorstand: Prof. Dr. T. Ohtawara) 
der Medizinischen Akademie Kumamoto.) 


(Hingegangen am 15. Mai 1936) 


Vorwort. 


Landsteiner, Miller und P6étzl (1907) erklarten, dass der 
alkoholische Herzextrakt von Meerschweinchen und Rindern als 
Antigen der Wassermann’schen Reaktion statt des wasserigen 
Extraktes der Leber syphilitischer Embryos brauchbar sei. 
Fleischmann (1908) brauchte auch als Antigen der Wasser- 
mann’schen Reaktion wasserigen Extrakt von normaler mensch- 
licher Leber. Nachdem nun offenbar ist, dass nichtsyphilitische 
Organextrakte als Antigen der Wassermann’schen Reaktion 
angesehen werden konnen, wird auch die Annahme, dass die 
W assermann’sche Reaktion die bei der als Immunantigen gelten- 
den Spirochata pallida selbst hervortretende spezifische Reaktion 
sei, hinfallig. Aber mit der Weil- und Braun’schen Autolipoid- 
Antikorper-Theorie (1909), nach der bei der Syphilis durch die 
Veranderungen der Gewebslipoide (disponibel-machen) Antikorper 
entstehen, stimmten viele andere Forscher tiberein. 

Andererseits erklarten Sachs und Rondoni (1908), Friede- 
mann(1910), und Sechmidt(1911) die Wassermann’sche Reak- 
tion nicht als Antigen-Antikérper-Reaktion, sondern als Storung 
der Komplementbindung durch die physikalisch-chemischen Ver- 
Anderungen, welche durch die Reaktion zwischen der als Antigen 
gebrauchten Kolloidallésung und dem Serum vor sich gehen; 
danach ist die Wassermann’sche Reaktion eine sogenannte 
kolloidchemische Reaktion. 
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Seit Forssmann(1911) das heterogene Antigen und die Anti- 
kérper entdeckt hat, haben viele Forscher Untersuchungen tber 
das Lipoidantigen und die Lipoidantikérper aufgestellt. Tani- 
guchi (1920) hat berichtet, dass das Antigen der Wassermann’- 
schen und das der Forssmann’schen Reaktion Lipoide sein, dass 
beide die Komplementbindungs- und Fallungsreaktion zeigen, und 
dass die physikalischen Higenschaften der als Antigen gebrauchten 
Emulsion und der Hinfluss des Cholesterinzusatzes bei beiden 
ahnlich seien. Weiter teilt er tiber den Entstehungsprozess des 
Antikérpers mit, dass als pathologisches Zerstorungsprodukt der 
Gewebe ein verartetes Lipoid entstehen und dass dies sich mit dem 
Hiweiss des Korpers verbinden und wohl zum Autoantigen werden 
kann. Ferner gab Landsteiner u. Simms (1923) bekannt, dass 
in mit der Mischung von alkoholischem Pferdenierenextrakt und 
Serum des Schweins immunisiertem Kaninchenserum sowohl die 
Forssmann’schen Antikorper wie auch die ftir die beiden Sub- 
stanzen vorhanden waren. Sachs, Klopstock und Weil (1925) 
immunisierten die Kaninchen mit einer Mischung von Lipoiden der 
Kaninchenniere und des Schweineserums und stellte im Kaninchen- 
serum Antikorper fiir die Lipoiden fest und sie dachten, dass man 
mit arteigenen Lipoide die Antikorper bilden lassen koénne, wenn 
man irgendeine treffende Methode wahlt, und dass man unter 
Umstanden mit dem Handelspraparat des Lecithins auch den Anti- 
korper bilden lassen konne; sie stimmen also auch mit der W eil- 
und Braun’schen Autoantigen-Antikorper-Theorie tiberein. Torii 
(1928) hat die alkoholischen Ausziige aus Hiihnereigelb, Hirn, 
Hoden, Herz, Leber oder Niere des Kaninchens mit Schweineserum 
gemischt, mit diesen Mischungen die Kaninchen immunisiert und 
in allen Seren positive Wassermann’sche Reaktion gewonnen. 
Er hat ferner mit einer Mischung aus kultivierter Spirochata und 
Lipoiden die Kaninchen immunisiert, doch zeigte sich keine 
Wassermann’sche Reaktion; er hat aber durch Immunisierung 
mit einer Mischung von kultivierter Spirochata und Schweineserum 
eine positive Wassermann’sche Reaktion erzielt. Diese obigen 
Tatsachen erklart er, wie folgt: Der Entstehungsprozess des 
Reagens der Wassermann’schen Reaktion ist so, wie durch das 
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Hiweiss der Spirochiita die Entstehungskraft der Lipoidantikorper 
zu den Organlipoiden nicht zugegeben ist, sondern die Organlipoide 
ihren Zustand zur bequemen Entstehung der Lipoidantikérper 
verandern ; also scheint die Spirochita das Organ so zu zerstéren, 
wie ihm die Entstehungskraft der Lipoidantikérper zugefiigt 
werden kann. 

Hs ist interessant, dass Matsuura (1927) berichtet hat, mit 
der aus dem in Benzol léslichen Teil des Cadmiumchloridsalzes der 
lecithinartigen Substanz aus dem Rinderherz gewonnenen Substanz 
(N:P=2:1) Kaninchen immunisiert und positive Wassermann’- 
sche Reaktion festgestellt zu haben. Nakamura (1928) immuni- 
sierte mit der Mischung von Alkoholextrakt des arteigenen Organs 
oder des roten Blutkdrperchens und heterogenen Serums z. B. 
Schweineserums die Kaninchen und auch mit der Mischung von 
Lecithin und Menschen- oder Pferdeserum. Bei allen so immuni- 
sierten Kaninchenseren gewann er mit den Organextrakten oder 
Lecithin als Antigen die possitive Komplementbindungsreaktion 
und bewies die Entstehung des Antikorpers fiir die Lipoide. 
Brandt, Guth und Miller (1926), Heimann nud Steinfeld 
(1928), Witebsky und Steinfeld (1928), Plaut und Kasso- 
witz (1928), Sakamoto (1929) haben dieselben Untersuchungen 
mit ahnlichen Resultaten gemacht. 

Wenn man nun alle Berichte durchgeht, sieht man, dass sie 
alle hauptsachlich iiber die Lipoide schreiben, und es gibt keinen 
Bericht, der verneint, dass das die positive Wassermann’sche 
Reaktion hervorrufende Immunantigen (besonders das Hapten) 
bei allen die Lipoide waren. Daher waren fast alle bei der 
Wassermann’schen Reaktion als Antigen der Reaktion ge- 
brauchten Substanzen die Lipoide. 

Hieraus wurde mir bekannt, welch interessante Rolle die 
Lipoide bei der Wassermann’schen Reaktion spielen. Ich habe 
vor kurzem schon die Forschung iiber die Serumreaktion der Lepra 
begonnen und erklart, dass die mit Lepraserum die Komplement- 
bindungsreaktion und die Fallungsreaktion zeigende Substanz das 
Kephalin, besonders das $-Kephalin sei [Sakakibara (1936 a und 


b)]. 
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Hier habe ich nun, um klarzustellen, welche Lipoide bei 
Syphilis immunologisch-serologisch die wichtigsten sind, For- 
schungen unternommen. Vorerst habe ich das zur Wassermann ’- 
schen Reaktion gebrauchte Antigen studiert und verdffentliche hier 
nun die interssanten Resultate. 


EXXPERIMENTE. 


Methode: Die Wassermann’sche Reaktion wurde durch das 
Citron’sche Verfahren hervorgerufen. Uber die anderen Versuch- 
methoden wird einzeln spater beschrieben. 

Materialen: Das Syphilisserum bekam ich aus der Klinik 
unserer Akademie und das Lepraserum von den Kranken des 
Tairoin-Leprasorium in Kumamoto. 

Das Standardantigen, welches von Dr. Takeshima hergestellt 
und in der Klinik unserer Akademie verwendet wurde, war die 
Mischung von alkoholischem Rinderherzextrakt und 1% alkoholi- 
scher Cholesterinl6sung (im Verhaltnis von 10:1). 


I. Analyse des Antigens der Wassermann’schen 
Reaktion. 
Um die in dem als Antigen der Wassermann’schen Reaktiou 
gebrauchten Standardantigen enthaltenen Substanzen und deren 
Mengen festzustellen, habe ich foleende Experimente ausgefiihrt : 


a) Cholesterin. 


0,5 cem Standardantigen wurde konzentriert, mit Ather extra- 
hiert, die Atherlésung konzentriert und getrocknet. Der Riick- 
stand wurde in Petrol-Ather aufgelost, die unldslichen Substanzen 
entfernt, die Loésung konzentriert und getrocknet und der Riick- 
stand in heissem Aceton aufgelést. Das Aceton wurde mehrere 
Male erneut und alle in Aceton léslichen Substanzen gesammelt; 
dieser Acetonlosung fiigte man 1% alkoholische Digitoninlésung 
bei und die entstandene Cholesterindigitonidfallune wurde 
gewaschen, getrocknet und gewogen. Es ergab 0,00210 g, was einer 
Cholesterinmenge von 0,0008227 e entspricht, die das in 0,5 eem 
Standardantigen enthaltene freie Cholesterin ist. 
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Darauf liess man 0,5 cem Standardantigen in Natriumalkoholat 
verseifen, extrahierte mit Petrol-Ather, filtrierte, konzentrierte das 
Filtrat, extrahierte den Riickstand mit Aceton und gab dann wie 
vorher Digitoninlésung bei; das gewonnene Cholesterindigitonid 
betrug 0,00210 g, was der Cholesterinmenge von 0,0008638 g ent- 
spricht ; und diese Menge ist die des Gesamtcholesterins (0,173%). 
Bei der Herstellung des Antigens wurde also 0,000455 ¢ freies 
Cholesterin beigemischt; daher ist in 0,5 eem alkoholischem Rinder- 
herzextrakt 0,0003677 g freies Cholesterin und 0,0000411 ¢ Chole- 
sterinester enthalten. 


b) Phosphatide. 


Die in 0,5 cem Standardantigen enthaltenen in Ather léslichen 
Substanzen wurden nach Neumann’s Methode verascht, und nach 
Iversen’s Methode (1920) die Phosphormenge festgestellt. Die 
Menge des zum Auflosen des phosphormolybdansauren Ammosiums 
notigen n/25 NaOH war 1,94 ecm, was einer Phosphormenge von 
0,08633 me entspricht. 

Der Stickstoff der atherloslichen Substanzen in 2,0 cem Antigen 
wurde nach Mikro-Kjeldahl festgestellt. Die Menge des zum 
Neutralisieren des Ammoniaks notigen n/100 H2SO, war 1,61 cem, 
was 0,22276 mg N entspricht; in 0,5 ecm Antigen ist also 0,05569 mg 
Gesamt-N enthalten. 

Der Amino-N der in 1,0 cem Antigen atherloslichen Substanzen 
wurde nach Van Slyke’s Methode bestimmt. 

Bei 27° und 762mm Druck gewann man 0,05 ccm N, also 
0,027525 mg; daher ist in 0,5ceem Material 0,01376 mg Amino-N 
enthalten. 

Die obigen Analysenresultate des Standardantigens, kurz 
zusammengefasst, sieht man auf Tabelle I. 


II. Die Mischungen von rein dargestellten verschiedenen 
Lipoiden als Antigen. 
Da man durch die vorigen Experimente die Lipoidmenge des 


Standardantigens feststellen konnte, habe ich 0,324¢ Lecithin, 
0,108 g Kephalin, 0,173 g Cholesterin und 100 cem Alkohol gemischt 
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TABELLE I. 
in 5cem Standardantigen 

LTCC S lene Siigiorie tiaras ciate ote 0,8227 mg 
Gholeterianenge FEXDOWMNMMA 5 5550 ngonamo00- 0,0411 ,, 

PESAMEGIE yeitarers Simei etevene 0,8638 ,, (0,173%) 

kinsthch gesetzte =... .0....- 0,4550> ,, 
IE-hospbahidemene em n.c-rm tecsieieteicucis easier ier rene 0,08638 ,, 
Giesam taNimeno Grrr. ..ssok says ere autnaaa eee Oren tena 0,05569 ,, 
AminoaAN Men ee. Below asics temic eI Oe 0,01376 ,, 
AZo NGER Sccyavtowenene. or sierehcreseban aie eaves cle Rare ae te eens 1: 1,428 
GesamtoN -eAmIn oN we cele sisev-neitos teeter iomr etek 100 : 25 
Gesant Phosphatidmengem. oie ciser ce eit ea. 2,2 mg (0,43%) 
WECIUHINMEN SS. fas caked center pie p WOS2 5) 
Kephalinmeng’ cereyceeoce rier eee eee A a es, CORE 53) 


und die Antigenitaét dieser Mischung gepritift. Dieses Gemisch hat 
dieselbe Proportion der Lipoide wie das Standardantigen; mit 
diesem Gemisch probierte man beim Syphilisserum eine Komple- 
mentbindungsreaktion hervorzurufen und verglich diese mit der des 
Standardantigens. Das hierfiir verwendete Lecithin war das nach 
Sueyoshi’s Methode(1931) aus Higeb hergestellte. Das Kephalin 
war nach Levene und Rolf (1919) aus Rinderhirn hergestellt. 
Amino-N/Gesamt-N in diesem Kephalin war 96/100. Das Chole- 
sterin war nach Rosenheim’s Methode (1906) aus Rinderhirn 
hergestellt und sein Schmelzpunkt war 147,5°. 

Da die grosste Menge der Lipoidmischung, welche die komple- 
menthemmende Wirkung nicht zeigte, 0,015 cem war, wurde die 
Stammlosung 60 fach und das Standardantigen 7 fach verdiinnt 
und je 0,5 cem gebraucht. Das Resultat ist auf Tabelle 2 gezeigt. 

Man ersieht daraus, dass beim Syphilisserum das Standard- 
antigen stark positiv, wahrend bei fast allen Fallen die Lipoid- 
mischung negativ reagierte, dass es jedoch im Gegensatz dazu fiir 
das Lepraserum vielfach positiv war. Das kommt daher, dass 
ausser dem Lecithin auch eine kleine Menge Kephalin enthalten 
war. 

Es lasst sich bei der Betrachtung der Fille, die fiir das 
Syphilisserum nicht positiv waren, nicht sofort feststellen, ob dies 
daher kommt, dass die Substanzen ausser dem Kephalin, Lecithin 
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und Cholesterin des Rinderherzens die Antigenitat besitzen und 
ob die Antigenitét der Lipoide je nach dem Organ verschieden 
ist. 


TABELLE II. 


Serummenge 
Kranke|Krankheit| Antigen 
0,1 0,05 | 0,025 | 0,0125 0,00625| Kontr. 

2 : W. st. Ore) oof eel + - 

an Syph. Gem. Lip. ale — _ 
ick oid Gem. Lip. = = _ = = = 
W. st. oe + = = = 
a0 7 Gem. Lip. = = = = = = 
W. st. eee heer | eo - — - 
o4e » Ce ee ee = = - e = 
2 W. st. ++4 r+ )t+t+ | +4 = 
N.T Gem. Lip. = = = = ao 5 
W. st. +++] +4 — = = 
| si Gem. Lip. = = = = as = 
SK W. st. ee sees ee ene = 
tare 2 Gem tip. 4 = _ — = = = 
= W. st. cts = = 
N.T. L.T. | Gem. Lip. PA ear) oe = = - 
= W. st. = ad = = = ca 
N.M. 2 Gem. Lip. = ee fast iat { = = 
DS W. st. tae t a a 
ae a2 Gem. Lip. |+++)++4+] ++ te = = 
W. st. = = = = — > 
*_K. 2 Gem. Lip. = = = = = = 
W. st. | = 
N.F. <4 Gem. Lip. 35 = = ae = = 


Syph. = Syphilis L.T.=Lepra tuberosa 
W.st.= Wa sserman-Standardantigen 
Gem.Lip. = gemischte Lipoide 


II. Trennung der m Standardantigen enthaltenden 
Substanzen. 
Da wie oben die Lipoidmischung keine Antigenitiéit fiir das 
Syphilisserum zeigte, trennte ich die verschiedenen Substanzen im 
Standardantigen und prifte die Antigenitat der einzelnen Sub- 


stanzen. 
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Es ist bekannt, dass die wichtigste Substanz im Standardan- 
tigen nicht das Cholesterin, sondern der Alkoholische Rinderherzex- 
trakt ist; daher habe ich 365 @ Rinderherzmuskeln mit fiinffachem 
reinem Alkohol extrahiert und vom Extrakt die verschiedenen Sub- 
stanzen getrennt. Der alkoholiseche Rinderherzmuskel-Extrakt 
wurde im Vakuum konzentriert ; es ergab sich gelblicher Riickstand 
und 40 ecem gelbliche wasserige Losung. Dieser Mischung gab man 
Petrolather bei, schiittelte, sammelte alle in Petrolather léslichen 
Substanzen, konzentrierte sie, loste sie noch einmal in Petrolather 
auf, filtrierte und konzentrierte das Filtrat. Hierauf loste man 
dies wieder in Ather auf, filtrierte, konzentrierte und trennte mit 
absolutem Alkohol in einen in Alkohol léslichen Teil und einen in 
Alkohol unloslichen Teil. Das Lecithin wurde noch weiter nach 
Sueyoshi’s (1931), das Kephalin nach Levene und Rolf’s 
Methode (1919) moéglichst gut gereinigt, und wahrend des Ver- 
fahrens wurde mit Tierkohle der gelbliche Farbstoff moéglichst ent- 
fernt. Bei 0,01 ¢@ des auf diese Weise gewonnenen Lecithins war 
Amino-N/Gesamt-N =6/100. Die Phosphormenge in 0,01 ¢ Lecithin 
war 0,400945 mg, also war N/P=1,01/1,000. Bei 0,01 ¢ Kephalin 
war Amino-N/Gesamt-N =0,1707/0,1806=95/100. Bei 0,012 
Kephalin wurde 0,4183 mg Phosphor festgestellt, daher war 
IN/P= 1,04/1,00; 

Aus der bei der Herstellung der Lipoide gewonnenen Aceton- 
losung wurde nach Rosenheim’s Methode Cholesterin hergestellt, 
dann wurde 6fters mit Tierkohle entfarbt, mit Alkohol rekristalli- 
siert; ausser dem Cholesterin wurden auch noch etwas Cholesterin 
enthaltende, in Aceton losliche gelbe farbstoffartige Substanzen im 
Vakuum konzentriert und getrocknet. % 

Der im Wasser lésliche Teil des alkoholischen Rinderherz- 
extraktes wurde 24 Stunden in dem Kumagawa-Sutoschen 
Fliissigkeitsextraktionsapparat mit Ather extrahiert und die in 
Ather léslichen Teile entfernt. 

Mit den obigen verschiedenen getrennten Substanzen wurden 
folgende 5 Arten von Loésungen hergestellt, ihre serologischen 
Higenschaften untersucht und mit dem Standardantigen verglchen. 

1) 0,5% alkoholische Lecithinlésung, 


sites Vinal 


“ 
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2) 0,5% Kephalin-physiologische Kochsalzlésung, 

3) 0,1% alkoholische Cholesterinlésung, 

4) 0,5% alkoholische Lésung von in Aceton léslichen Sub- 
stanzen, 

5) auf ein Drittel konzentrierte wiisserige Losung der in 
Wasser léslichen Substanzen. 

Das Resultat ist in Tabelle III gezeigt. 


TABELLE III. 


Hamolyse. 


Probierrohrchen Nr. iL 2 3 4 5 6 uf 8 


Antigenmenge 0,5 | 0,25 | 0,125] 0,0625] 0,03125) 0,01625] 0,0083125 


1) Rinderherz- 
lecithin ++] + - -- = = = = 


2) Rinderherz- 
kephalin _— = = = = = = os 


3) Rinderherz- 
cholesterin — — = = = = _ oat 


4) In Aceton loés- 
licher Teil ae i oats _ _ = = = aes 
5) In Wasser los- 
licher Teil = — — — = = =, i 


6) Standard- 
antigen + + — -- — — — — 


Arten der Antigene 


Wie man aus Tabelle III ersieht, war die Hamolyse des Kepha- 
lins, Cholesterins und der in Wasser loslichen Teile bei 0,5 ecm voll- 
kommen negativ und bei dem Lecithin und in Aceton léslichem 
Teile bei 0,5 ccm, welche vierfach verdiinnt waren, war sie tiber- 
haupt nicht vorhanden, genau wie beim Standardantigen. Bei den. 
in Alkohol gelosten Substanzen anderte sich die Farbe und entstand 
eine Fallung, man konnte jedoch unterscheiden, ob eine Hamolyse 
vorhanden war oder nicht. 

Nach Tabelle IV zeigt nur das Lecithin im alkoholischen 
Rinderherzextrakt im gleichen Grad wie das Standardantigen 
Antigenitat, die anderen Substanezn zeigen fiir das Syphilisserum 
keine Antigenitat. Die Menge dieser Substanzen, welche fur 
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Gebrauch als Antigen geeignet ist, wurde durch die kompie- 
menthemmende Wirkung bestimmt; von der achtfach verdunnten 
Lecithinldésung, der zehnfach verdiinnten Kephalinlésung, der 
fiinffach -verdiinnten Cholesterinlosung und den zwanzigfach 
verdiinnten Lésungen der in Aceton und Wasser loslichen Teile 
nahm man je 0,5 cem und priifte die Komplementbindungsreaktion. 


TABELLE IV. 


Komplementhemmende Wirkung. 


Probierrdhrchen Nr. if 2 3 4 5 6 of 8 
Antigenmenge 0,3 0,2 | 0,15 0,1 | 0,05 | 0,02 | 0,01 |Kont,. 
1) Rinderherz- 
lecithin +H fFttle ttle ttlttse][++4][t4+4}444+ 
2 | 2) Rinderherz- 
S kephalin ee 
= 3) Rinderherz- 
<q cholesterin SPar EPceeicar ar ane ae aoe arose iets arte ae a t 
| 4) In Aceton lés- 
2 licher Teil - + | te] ++ f4+4+4]44+4]4+4+4/4+44 
=| 5) In Wasser lis- 
< licher Teil = fe ap ISP SSeplse se sells se celiseecs ails} f ike 
6) Standard- 
antigen Sn rile ics sae ee Eo or a a 
Antigenitéit (0,1 cem Serum von Kranken M.H., W-R +++) 
Probierr6éhrehen Nr. i 2 & 4 5 6 tf 8 
Antigenmenge 0,15 0.1 | 0,075] 0,05 | 0,037] 0,02 | 0,014 |Kontr. 
1) Rinderherz- 
lecithin +HH]t++/H+t[e a tlett[+e tt] + - 
2) Rinderherz- 
kephalin t+] +4 + = = = = a 
3) Rinderherz- 
cholesterin 3s _ — = = = = —_ 


4) In Aceton lés- 
licher Teil tet] ++ + = = uk = - 


5) In Wasser loés- 
licher Teil ++ + = an = = = = 
6) Standard- 
antigen +e+[ttt[tttl++4e]t+ea} ta] + | - 


Arten der Antigene 
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Wie die Resultate der Tabelle V zeigen, war das Rinderherz- 
Lecithin fiir das Syphilisserum positiv und stimmte iiberein mit 
dem Standardantigen; von den anderen Antigenen war das 
Kephalin fiir das Lepraserum positiv, die anderen alle negativ. 
In dem dureh Standardantigen positiven Lepraserum zeigt das 
Rinderherz-Lecithin im gleichen Grad Positivitit. Doch waren alle 
Antigene fiir das Gesundenserum negativ. 

Den obigen Resultaten entsprechend kann man sagen, dass die 
Hauptsubstanz des Antigens der Wassermann’schen Reaktion, 
also der Mischung von Cholesterin und alkoholischem Rinderherz- 
extrakt das im Antigen enthaltene Lecithin ist. 


IV. Uber die Antigenitit des aus verschiedenen Geweben 
gewonnenen Lecithins. 


Ich habe ausser dem aus Rinderherz gewonnenen Lecithin, das 
aus Rinderhirn, Hthnereigelb, Rinderleber, -niere und -milz nach 
Sueyoshi’s Methode (1931) hergestellt und gereinigt. Dann habe 
ich 75 g Rinderpankreas mit Alkohol extrahiert und versucht, aus 
dem Riickstand des konzentrierten Extraktes Lecithin zu gewinnen, 
was jedoch sehr schwer war, weshalb ich vom Rinderpankreas den 
Riickstand des konzentrierten Alkoholextraktes verwendete. Ausser 
diesen habe ich noch das Sankyo-Lecithin genommen, also zusammen 
8 Arten, bei ihnen die Antigenitaét gepriift und mit dem Stand- 
ardantigen verglichen. 

Von allen Lecithinarten nahm ich 0,5% und von dem alkohol- 
ischen Rinderpankreasextrakt eine 1% alkoholische Losung, prufte 
die komplementhemmende Wirkung und die Antigenitat, deren 
Resultate in Tabelle VI gezeigt sind. Die Rinderherz-Lecithin- 
lésung zeigte schon bei 0,15cem keine komplementhemmende 
Wirkung und war auch bei 0,01 eem fiir das Syphilisserum positiv, 
erwies also eine gleiche Antigenitaét wie das Standardantigen. Die 
Rinderleber-Lecithinlésung zeigte schon bei 0,1 cem keine komple- 
menthemmende Wirkung mehr und war schon bei 0,02 cem positiv 
fiir das Syphilisserum; sie kam mit ihrer Antigenitat gleich nach 
dem Rinderherz-Lecithin. Die Rindernieren-Lecithinlosung ergab 
bei 0,07 cem keine komplementhemmende Wirkung mehr und war 
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bei 0,05 cem fiir das Syphilisserum positiv; man konnte also noch 


eine geringe Antigenitat feststellen. 
der alkoholische Rinderpankreasextrakt waren bei einer Menge, die 
keine komplementhemmende Wirkung zeigte, auch auf das Syphilis- 
serum negativ und bewiesen wohl auch keine Antigenitat. 


TABELLE VI. 


Antigenitit (0,1 cem Syphilisserum von G. E.) 


Alle anderen Lecithine und 


Probierrohrehen Nr. 


9 
“a 


5) 6 


Antigenmenge 


0,1 


0,035 | 0,02 


0,01 |Kontr. 


1) 
2) 
3) 
4) 
5) 
6) 


Arten der Antigene 


7) 


Rinderherz- 
lecithin 
Rinderhirn- 
lecithin 
Rinderleber- 
lecithin 
Rindernieren- 
lecithin 
Rindermilz- 
lecithin 
Rinderpankre- 
asextrakt 
Hihnereigelb- 
lecithin 
Sankyolecithin 
Standardantigen 


+ 
+ 
+++ 


+ 


+ 
+++ 


+++ 


+++ 


+++ 


Komplementhemmende 


Wirkung. 


Probierr6hrchen Nr. 


i 


9 
a 


3 


4 


Or 
(o>) 


7 8 


Antigenmenge 


0,3 


0,2 


0,15 


0,1 


0,075 


0,02 |Kontr. 


Arten der Antigene 


Rinderherz- 
lecithin 
Rinderhirn- 
lecithin 
Rinderleber- 
lecithin 
Rindernieren- 
lecithin 
Rindermilz- 
lecithin 
Rinderpankre- 
asextrakt 
Hithnereigelb- 
lecithin 
Sankyolecithin 
Standardantigen 


++ 


+ 1+ 


++ 


++ 


++ 


+++ 


++ 


+ 


+++ 


+++ 
+++ 
+++ 


+++ 


+ttlt++ 


+++|t4++ 


+++)+++ 


+++)t44+ 


+otl++4 


++tlt++ 
+++ 
+++ 
+++ 


+++ 
+++ 
+++ 
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Nach den Vorexperimenten wurde die Rinderherz-Lecithin- 


losung und das Standardantigen siebenfach, die Rinderleber-, 
Rindermilz und Higelb-Lecithinlésungen zehnfach, die Rinderhirn-, 


Rindernieren- 


und Sankyo-Higelb-Lecithinlosungen 


sowle 


der 


alkoholische Rinderpankreasextrakt vierzehnfach verdiinnt und 
von jeder Losung 0,5 eem gebraucht. 
Komplementbindungsreaktion sind in Tabelle VII gezeigt. 


TABELLE VII. 


Die Resultate der gepriiften 


Kranke 


Antigen 
(Lecithin) 


Serummenge 


0,025 


5 | 0,00625 


0,003125 


Kontr. 


N.T. 


Syph. 


Rinderherz L. 
Rinderhirn L. 
Rinderleber L. 
Rindernieren L. 
Rindermilz L. 
Rinder- 
pankreas Ex. 
Hithnereigelb L. 
Sankyo L. 
Standardantigen 


iPass me 


Syph. 


Rinderherz L. 
Rinderhirn L. 
Rinderleber L. 
Rindernieren L. 
Rindermilz L. 
Rinder- 
pankreas Ex. 
Huhnereigelb L. 
Sankyo L. 


Standardantigen 


Syph. 


Rinderherz L. 
Rinderhirn L. 
Rinderleber L. 
Rindernieren L. 
Rindermilz L. 
Rinder- 
pankreas Ex. 
Hihnereigelb L. 
Sankyo L. 
Standardantigen 


+++ 


+++ 


+ 


— 


+) ++ + 
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TABELLE VII.—(Fortsetzung). 
a Serummenge 
= Antigen 
@ ee 0,1 | 0,05 | 0,025] 0,125 | 0,00625 | 0,003125 Kontr. 
D.M. Rinderherz L. +++] +4 | ++ + — — — 
Rinderhirn L. = = = = = = = 
Rinderleber L. ae a ae 46 = = = = 
Rindernieren L. + — _ = — — _ 
5 Rindermilz L. = — = = - = _ 
re Rinder- = 
RD pankreas Ex. — _ _ _ — = 
Huhnereigelb L. = = = = = = = 
Sankyo L. ae + = = = _ — 
Standardantigen J+ +4+)++4+7] ++ aF — — — 
N.K, | Binderherz L. app aE ae al) oe ate ce = - _ 
Rinderhirn L. a = = = = — = 
Rinderleber L. a a ae = = = — _ 
Rindernieren L. — — — — = = = 
; Rindermilz L. — = = = is ie = 
&, | Rinder- 
a pankreas Ex. = = = = = ie = 
Hiihnereigelb L. — = = = = Ss = 
Sankyo L. = = Ss = = oe es 
Standardantigen ||+++)/4+++/+++4+] ++ ae = = 
SY. Rinderherz L. +petlbe tle et] ++ ae a = 
Rinderhirn L. = = a = 25 _ — 
Rinderleber L. 4-+ +] ++ + ae as = = 
Rindernieren L. sk te -- = _ = = = 
; Rindermilz L. = — = = = = =: 
a Rinder- 
a pankreas Ex, = = = = = = = 
_ Hihnereigelb L, = — e as ee nk Sax 
Sankyo L. — _ = = = = = 
Standardantigen |J+++)++4)+4+4+|/+7+ ats + = 
T.M. | Rinderherz L, Se fal il be era is = = 
-~_ | Rinderhirn L. + - = = = - Zs 
++ | Rinderleber L. ++ + 7 = = Be zt 
+-+ | Rindernieren L. st + — = as A ee 
++ | Rindermilz L. ats — = = = = = 
i a Rinder- 
Saline pankreas Ex. + = a = = = = 
~~ | Hithnereigelb L. ++ zi is = = = ass 
= Sankyo L. SP ae ae — _ — es = 
a Standardantigen | |/-- Pb y- -F FE) Ele ee) ee + —_ 
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Rinderherz L. 


(Be Rinderhirn L. — — — = e 
ae Rinderleber L. - — _ — _ 
Ay Rindernieren L. = -- _ = 
| “e Rindermilz L. = _ - — = 
of Rinder- 
| a pankreas Ex. = - = — — 
Ew Hithnereigelb L. = = = a - 
es Sankyo L. as + _ — 
(L.T.) Standardantigen - — — — — 
Rinderherz L. — — _ _ — 

HS. | Rinderhirn L, She en eee | ee = 
ial Rinderleber L. = = = = _ 
ra Rindernieren L. = = = Se _ 

AP | Rindermilz L, Se i ce = 

EM Rinder- 

Ase pankreas Ex. — — — _ _ 
z, Hiihnereigelb L. — = = = - 
ns Sankyo L. — = = = — 
4 Standardantigen = = = = = 

HM Rinderherz L. Bre a) fears ae |e ie 38 — 
“| Rinderhirn L. = = = = = 

cx Rinderleber L. ae + _ — — 

aon Rindernieren L. te + = = = 
es Rindermilz L, a = es = tae 
+ 5 
Rinder- 

a a pankreas Ex. = = = = = 

ava Hiihnereigelb L. =e = = = = 

Saxe Sankyo L. Sete) Wedel ae = = 
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Die Rinderherz-Lecithinlésung stimmte mit dem Standardan- 
tigen ziemlich tiberein; die Rinderleber-Lecithinloésung zeigte eine 
etwas schwichere Reaktion, stimmte jedoch mit dem Standardan- 
tigen tiberein. Die Rindernieren-Lethinlésung war fiir die meisten 
Falle des Syphilisserums, welches beim Standardantigen eine stark 
positive Reaktion zeigte, schwach positiv. Die Rinderhirn-, Rinder- 
milz- und Higelblecithin (selbstgemachte)-Lésungen sowie der 
alkoholische Rinderpankreasextrakt zeigten keine Antigenitat, nur 
die Sankyo-Higelb-Lecithinl6sung war hie und da positiv. 

Alle Lecithinarten zeigten fiir das Lepraserum, das beim 
Standardantigen positiv waren, eine gewisse Antigenitat, und 
besonders hatte die Rinderherz-Lecithinldsung dieselbe Reaktions- 
stirke wie das Standardantigen. Das Sankyo-Eigelb-Lecithin 
zeigte fiir das Lepraserum, welches durch das Kephalin eine 
positive Reaktion zeigte, eine ziemlich stark positive Reaktion, und 
man muss annehmen, dass dies von dem dem Sankyo-Lecithin 
beigemischten Kephalin kommt. 


V. Rinderherz-Lecithin mit Rinderhirn-Kephalin 
oder -Cholesterin. 


Schon habe ich (1936,b) beim Studium der Serum-Reaktion 
der Lepra berichtet, dass das Antigen, welches eine spezifische 
Reaktion fiir das Leprasserum zeigt, das $-Kephalin sei und dass 
dieses Kephalin ca.80% von dem im Rinderhirn enthaltenen 
Kephalin ausmacht, und da ich nach den obigen Resultaten nun 
weiss, dass die im Antigen der Wassermann’schen Reaktion 
enthaltene Substanz, welche gegen das Syphilisserum reagiert, das 
Rinderherz-Lecithin ist, habe ich beide Phosphatide gemischt und, 
um festzustellen, welche Beziehungen deren Proportionen auf die 
Serumreaktion fiir Syphilis und Lepra haben, folgende Experi- 
mente gemacht: 

Aus 5, 4, 3, 2.5, 2 und leem 0,5% alkoholischer Rinderherz- 
Lecithinlésung und 0, 1, 2, 2.5, 3 und 4cem 0,5% &therischer 
Rinderhirn-Kephalinlésung wurden 6 Mischungen gemacht. Jeder 
dieser Mischungen gab man physiologische Kochsalzlésung bei, um 
in der entstehenden 0,5 cem-Lésung 0,3 cem Lecithin-Kephalin- 
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mischung zu erhalten. 


Die komplementhemmende Wirkung und 


die Antigenitit der 6 Mischungen sind in Tabelle VIIT vezeigt : 


TABELLE VIII. 


Komplementhemmende Wirkung. 
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Die komplementhemmende Wirkung der Mischung war beim 
Rinderhirn-Kephalin je nach der Grésse der Menge starker; beim 
Rinderherz-Lecithin war die Antigenitaét je nach der Grosse der 
Menge fiir das Syphilisserum starker und je nach der Grosse der 
Menge beim Kephalin schwiacher. Beim der Mischung von Rinder- 
herz-Lecithin und Rinderhirn-Kephalin zu gleichen Mengen zeigte 
sich gar keine Antigenitét gegen das Syphilisserum. 

Es gibt Lepraseren, bei denen sowohl die Reaktion durch 
Kephalin wie die Wassermann’sche Reaktion stark positiv ist. 
Alle Antigene zeigten gegen diese Lepraseren den gleichen po- 
sitiven Reaktionsgrad. Bei dem lLepraserum, bei dem die 
Wassermann’sche Reaktion negativ und die Reaktion durch 
Kephalin positiv war, zeigte das Rinderherz-Lecithin allein keine 
Antigenitat; die Mischung, in der ein Viertel Kephalin enthalten 
war, zeigte nur geringe Antigenitét; mit Zunahme des Kephalins 
nahm auch die Starke des Grades zu und, als es die gleiche Menge 
des Lecithins erreichte, wurde die Antigenitét am starksten; als 
die Lecithinmenge aber abnahm, wurde die Antigenitaét ein wenig 
schwacher. 

Von diesen Antigenen wurde (1) siebenfach, (2) und (3) 
zehnfach, (4) vierzehnfach, (5) und (6) zwanzigfach verdiimnt 
und von jeder Losung 0,5cem benutzt und die Komplement- 
bindungsreaktion auf die verschiedenen Seren gepriift. 

Die Resultate sind in Tabelle IX. gezeigt und stimmen mit 
denen der Vorversuche ziemlich iiberein. 

Aus den obigen Ergebnissen ersieht man, dass die Antigenitat 
des Rinderherz-Lecithins gegen das Syphilisserum geschwacht 
wird, wenn man Lecithin und Kephalin mischt, dagegen wird die 
Antigenitat fiir das Lepraserum immer stirker. Letzteres zeigt 
also eine ganz gegenteilige Wirkung wie das erstere. Daher ist 
man gezwungen anzunehmen, dass die Reaktion des Lepraserums 
und das des Syphilisserums von ganz anderer Art sind. 

Hierauf wurden je 5cem 0,5% alkoholiseche Rinderherz- 
Lecithinlésung mit 0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 2,8 ee 0,5% alkoholischer 
Cholesterinlésung gemischt und jeweils bis auf 20 cem mit physio- 
logischer Kochsalzlésung ergiinzt, welche Liésungen yon 1-7 
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TABELLE IX. 
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TABELLE IX.—(Fortsetzung). 
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Erklarung zu den Abktrzungen 
W-R + + + = Wassermann-Reaktion stark Possitiv. 
K-R— =Reaktion mit Kephalin negatiy. 


L.T. =Lepra tuberosa. 

L.N. =Lepra nervosa. 

Syph. =Syphilis. 

G. = Gesunde. 
nummeriert wurden. Den Resultaten der Priifung der komple- 
menthemmenden Wirkune dieser Antigene entsprechend wurden 
(1), (2), und (3) 32 fach, (4), (5), (6) und (7) 64 fach verdiinnt, 
0,5 eem dieser Losungen verwendet und die Komplementbindungs- 
reaktion gepruft. 

Die Resultate sind in Tabelle X gezeict. 
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TABELLE X, 


Unter Serummenge 
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Die Reaktion war bei den mit Cholesterin gemischten Losungen 
etwas stirker als die der Rinderherz-Lecithinlosung allein, und hier 
stimme ich iiberein mit den Berichten von Browning, Cruicks- 
hank und M‘Kenzie (1910). Da die komplementhemmende 
Wirkung starker wird, wenn die Cholesterinmenge mehr als die 
Halfte der Lecithinmenge ausmacht, muss die zu gebrauchende 
Menge verringert werden; daher erscheint auch die Reaktion etwas 
schwacher. Jedoch zeigt von den Antigenen, die zwar in gleicher 
Menge gebraucht werden, dasjenige die stiarkere Reaktion, wo die 
Cholesterinmenge grosser ist. Von diesen 7 Arten der Antigene 
zeigen (2), (3), (6) und (7) denselben Reaktionsgrad wie das 
Standardantigen. Da, wie aus den vorigen Versuchen hervorgeht, 
die Proportion des Lecithins zum Cholesterin im Standardantigen 
173/324= 53/100 ist, stimmt die von (5) und (6) damit tiberein. 

Diesen Experimenten gemass kann man unschwer annehmen, 
dass der Gewebeextrakt, je nach dem Gehalt von Lecithin, Kephalin 
und Cholesterin im Gewebe, Antigenitaét zeigt oder nicht. 


VI. Bau und Antigemtat des Lecithins. 


Wie oben erwahnt wurde, zeigt das Lecithin je nach den 
Geweben, in denen es enthalten ist, Unterschiede seiner serolo- 
eischen Higenschaften, besonders seiner Antigenitit gegen das 
Syphilisserum, und es erweist sich, dass es, wenn das Lecithin mit 
Kephalin oder Cholesterin gemischt ist, Einfluss auf die Antigenitat 
des Lecithins austibt. In den Lebewesen sind verschiedene Arten 
von Lipoiden beisammén, und weil das Lecithin und Kephalin 
ahnliche chemische Higenschaften haben, ist es klar, dass es sehr 
schwer ist, beim Extrahieren die einzelnen Substanzen ganz rein 
zu gewinnen. Auch das Lecithin, je nach den Arten der Fettsaure, 
ist in sehr vielen Arten vertreten, daher ist es noch schwerer, diese 
verschiedenen einzelnen Arten zu trennen und zu extrahieren. 

Jedoch kann man das Lecithin nach seinem Bau grossziigig in 
2 Arten teilen. Das Lecithin ist eine Verbindung von durch 2 
Fettsaurewurzeln substituierter Glycero-Phosphorsaure und Cholin, 
einer organischen Base; je nach dem Unterschied der bindenden 
Stellung zwischen der Glycero-Phosphorsiure und den Fettsiure- 
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wurzeln wird das Lecithin entweder symmetrisch oder unsym- 
metrisch aufgebaut. Da die unsymmetrisch aufgebauten Sub- 
stanzen in allgemeinen optisch aktiv sind, ist dies auch beim 
Lecithin der Fall. Dieses Lecithin wird a-Lecithin genannt; das 
symmetrisch aufgebaute Lecithin ist optisch inaktiv, es wird - 
Lecithin genannt. 


HsC-O-8 H2C-—O-R 
| 
og acres H2C—O 
| 
ie OG O OH H.C-O-R P=0O you 
(a-Lecithin ) (8-Lecithin) 


In letzter Zeit hat Suzuki (19380) berichtet, dass man diese 
beiden Arten von Lecithin je nach der Acetonléslichkeit seines 
Cadmiumchloridsalzes quantitativ ziemlich voneinander trennen 
konne. 

Hier habe ich nun, um festzustellen, ob die Antigenitat des 
Lecithins gegen das Syphilisserum durch dessen Aufbau unter- 
schiedlich ist, foleende Experimente gemacht. 


1) Trennung des symmetrischen und unsymmetrischen Lecithins. 


lg des in Abschnitt III gebrauchten gereinigten Rinderherz- 
Lecithins wurde in ein wenig Alkohol aufgelost und gesattigte 
alkoholische Cadmiumchloridlésung beigegeben. Die entstandene 
Lecithineadmiumehloridsalz-Fallung wurde mit <Ather fiinfmal 
gewaschen. Nachdem der Ather entfernt war, wurde Aceton beige- 
geben, in einem Wasserbad von 70° erhitzt und gut zerrthrt. Die 
Acetonlésung wurde von der in Aceton unloslichen Fallung 
getrennt, dem unloslichen Teil wieder Aceton beigegeben und 
dasselbe Verfahren fiinfmal wiederholt. Der in Aceton losliche 
Teil wurde gesammelt, konzentriert, der Riickstand noch einmal in 
heissem Aceton aufgeldst, filtriert und das Filtrat konzentriert. 
Dem Riickstand gab man reinen Alkohol bei, zerrtihrte gut und 
machte eine Suspension, gab dieser, bis sie deutlich alkalisch wurde, 
pulverisiertes Ammoniumearbonat bei und befreite so das Lecithin, 
welches dann wieder in reinem Alkohol aufgelost wurde. Diese 
alkoholische Lésung nahm man, wusch den tibrig gebliebenen Riick- 
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stand mit Alkohol und gab den Waschalkohol zur alkoholischen 
Lésung, konzentrierte, léste den Riickstand in Ather auf und 
reinigte dann weiter nach Sueyoshi (1931). ; 

Die in Aceton unldslichen Teile des Lecithincadmiumchlorids 
wurden dreimal in Aceton gewaschen, das Aceton entfernt, auf 
Alkohol schwimmen gelassen, pulverisiertes Ammoniumearbonat 
beigegeben und weiter, wie oben verfahren. 

Die auf diese Weise gewonnenen zwei Arten Lecithins sind 
das £-Lecithin und a-Lecithin (das letztere) ; die Menge des /-Leci- 
thins war 0,1935 ¢, die des a-Lecithins 0,6692 g, die Proportion 
13.5: 

Mit Polarimeter untersuchte man die optische Aktivitaét, und 
es zeigte beim Lecithin, dessen Cadmiumehloridsalz in Aceton 
léslich ist, durch 20cm Fliissigkeitsschicht der 1g in 100 ccm 
alkoholischer Lésung keine ganzliche optische Aktivitat. Bei dem 
von in Aceton unloslichem Cadmiumehloridsalz getrennten Lecithin 
drehte durch 20 cem Flissigkeitsschicht der 1 g in 100 cem alkohol- 
ischer Losung, bei 29° 0,25 Grad nach rechts. Daher [a]=100/dm 
=100 mal 0,25/2=12,5; also [a]$°=12,5, ist dieses Lecithin das 
a-Lecithin und das erstere muss zweifellos das /-Lecithin sein. 


2) Die Antigemtat des a- und B-Lecithins. 

Man verglich die Antigenitaét fiir das Syphilisserum des a- 
und des #-Lecithins und nahm als Kontrolle das Rinderherz- 
Gesamtlecithin und das Standardantigen. Man nahm von jedem 


Lecithin je 0,5% alkoholische Losung; die Resultate waren, wie 
folet : 


TABELLE XI, 
Komplementhemmende Wirkung. 


Probierrdhrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 if 8 
Antigenmenge 0,3 0,2 | OFkS. 0,1 | 0,075} 0,05 | 0,02 \Kontr. 
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Antigenitat. 
’ woe 
Probierréhrchen = 
Nr. a 2 3 4 5 6 Ti 8 
Antigenmenge | 0,15 0,1 | 0,075] 0,05 | 0,037} 0,02 | 0,01 |Kontr. 
& 1) a-Lecith. =e + = = — — _ ~ 
E ; 
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eae &o| 3) Rinder- 
vo bass] || ee 
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SSS ix 
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Wie man aus den Resultaten der Vorversuche in Tabelle XI 
ersieht, ist die komplementhemmende Wirkung beim /-Lecithin ein- 
wenig stairker als die beim a-Lecithin. Die Antigenitat des /- 
Lecithins zeigt einen Grad, der sich mit dem des Rinderherz- 
Gesamtlecithins und dem des Standardantigens messen kann. Im 
Gegensatz dazu hatte das a-Lecithin gar keine Antigenitaét auf- 
zuweisen. 

Hierauf wurden die a- und Rinderherz-Gesamtlecithinlosungen 
und das Standardantigen vierzehnfach, das /-Lecithin zwanzigfach 
verdiinnt, wurde je 0,5cem als Gebrauchsmenge verwendet und 
die Komplementbindungsreaktion auf verschiedene Seren unter- 
sucht. Die Resultate sind in Tabelle XII gezeigt; man sieht 
daraus, dass das f-Lecithin sowohl fiir das Syphilis- wie auch ftir 
das Lepraserum genau dieselben Reaktionsresultate zeigt wie das 
Standardantigen und das Rinderherz-Gesamtlecithin. Das a- 
Lecithin war in allen Fallen des Syphilisserums negativ und nur 
bei einem Fall des Lepraserums, welches die positive Wasser- 
mann’sche Reaktion zeigte, war die Reaktion zweifelhaft (+). 
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TABELING 2X, 


Untersuchte 
Seren 


Kvrankheit 
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TABELLE XII.—(Fortsetzung). 


Serummenge ‘ 
Untersuchte 


Seren 


Krankheit 
Antigen 
Nr 


0,1 | 00,5 | 0,025 | 0,0125| 0,00625| 0,003125|Kontr. 


K.F. 2) c= = = 
(W-R =) Ti | lage | eg eee 2 


Vigo G. 


TI, : 


” 3) a = pat —% < > y 


(Wipe, iz 


Aus diesen Experimenten wird klar, dass die Hauptsubstanz 
des Antigens der Wassermann’schen Reaktion im Rinderherz- 
Lecithin das /-Lecithin ist. 


VII. Das aus verschiedenen Organen getrennte a und 
6-Lecithin. 


Wie im vorigen Abschnitt erwahnt wurde, zeigt das 6-Lecithin 
Antigenitat gegen das Syphilisserum und ist die Hauptsubstanz der 
Wassermann’schen Reaktion. Um daher festzustellen, ob in den 
fiir das Syphilisserum negativen Rinderhirn-, Rindermilz- und 
Higelb-Lecithinen entweder kein 6-Lecithin enthalten ist oder wenn 
vorhanden, dessen Menge zu gering ist, um die Reaktion zu zeigen, 
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wurden foleende Experimente gemacht. 

Nach der vorigen Methode trennte man das a- und f-Lecithin 
aus dem Rinderhirn-, Rindermilz-, selbstgefertigten reinen Higelb- 
und dem Sankyo-Lecithin. Die Proportion der so gewonnenen 
Menge des Cadmiumchloridsalzes des a-Lecithins beim Higelb- 
Lecithin war 4,2 g, das f-Lecithin 0,2 g, daher ist das -Lecithin 
4.55%. Beim Rinderhirn-Lecithin war das Cadmiumchloridsalz des 
a-Lecithins 1,9 g, 0,1 g des f-Lecithins, was 5% entspricht. Beim 
Rindermilz-Lecithin war das a-Lecithincadmiumsalz 1,7 g, das p- 
Lecithincadmium 0,16 g, was 8,6% entspricht. Das 6-Lecithin im 
Rinderherz-Lecithin erreichte nach den schon oft berechneten 
Zahlen eine Hohe von 23%. Die Proportion beider Formen aus 
dem aus verschiedenen Organen hergestellten Gesamtlecithinen 
wird in Tabelle XIII gezeigt: 


TABELLE XIII. 


Gehalt der a- u. 6-Lecithin im Anti- 
Gesamt- Gesamtlecithin genitit 
Gewebe Lecithin |- des 
(g) ea see B-L. Gesamt- 
a-Lecithin : 6-Lecithin gonalt(7e) | Jecithing 
Rinderherz 0,8627 0,6692 : 0,1935 (g) 22,5 +++ 
Rinderhirn 2,0000 1,9000 : 0,1000 5,0 = 
Rindermilz 1,8600 1,7000 : 0,1600 8,6 = 
Hiihnereigelb 4,4000 4,2000 : 0,2000 4,5 — 


Mit 0,5% alkoholischer Losung wurde die Antigenitat dieser 
f-Lecithine auf das Syphilisserum untersucht. Nach Tabelle XIV 
hatten bei den Vorversuchen alle /-Lecithine, sowohl die aus den 
verschiedenen Organen wie die aus dem Higelb, Antigenitat. 

Hierauf wurde das Rinderherz-$-Lecithin und das Stan- 
dardantigen achtfach, alle anderen zwolffach verdiinnt und mit je 
0,5cem die Komplementbindungsreaktion untersucht. Die Re- 
sultate sind in Tabelle XV gezeigt ; man ersieht, dass die 6-Lecithine 
aus allen Organen fiir das Syphilisserum dieselbe Reaktion wie das 
Standardantigen zeigen; doch waren sie alle gegen das Gesunden- 
serum negativ. 


I. Sakakibara 
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TABELLE XV. 


Serummenge 
Untersuchte 


Seren 


Antigen 
Nr 


0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,0125] 0,00625] 0,003125|Kontr, 


Krankheit 


hal oe Syph. 
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TABELLE XIX.—(Fortsetzung) 


Serummenge 
Untersuchte 


Seren 


Nir 


Krankheit 
Antigen 


0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,0125) 0,00625] 0,003125|Kontr. 


M.K. 
(wi Sy (SPR) “ay ae Se eee ae 


IBGve G 


AN 


Diese Experimente zeigen, dass in den Lecithinen des Rinder- 
hirns, der Rindermilz und des Higelbs, die fiir das Syphilisserum 
keine positive Reaktion zeigten, die Substanzen, die Antigenitat 
aufweisen, vorhanden sind, und man weiss, dass diese Substanz 
die 6-Form des Lecithins ist. Wenn man dariiber nachdenkt, dass, 
wie friiher schon erwahnt, der Gehalt des die Antigenitat enthalten- 
den #-Lecithins je nach den Geweben Unterschiede zeigt und dass 
das a-Lecithin keine Antigenitat aufweist, wird die Frage, warum 
die Antigenitat je nach dem aus den Geweben gewonnene Gesamt- 
lecithin schwach oder stark, vorhanden ist od. nicht, gelést. Ferner 
ist es nicht verwunderlich, dass das als Antigen fiir die Serumreak- 
tion der Lepra gebrauchte Higelb-Lecithin auch fiir das Syphilis- 
serum eine positive Reaktion zeigte [Miyoshi (1930), Sakaki- 
bara (1935)], da ihm doch f-Lecithin beigemischt war. 


VIII. Sachs und Georgi’s Reaktion und f-Lecithin. 


Das Antigen der Wassermann’schen Reaktion ist dieselbe 
Substanz wie das Antigen der Sachs und Georgi’schen Reaktion 
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(1918), nur ist die Menge des Cholesterins ein wenig anders. Am 
Syphilisserum, indem das Antigen der Sachs und Georgi’schen 
Reaction (das ist im Mikrobiologischen Institute dieser Akademie 
gebraucht) als Kontrolle angewendet wurde, wurde die Reaction 
durch das f#-Lecithin gepriift. Alle Verfahren geschahen nach 
Sachs’scher Methode. 

Da in dem Standardantigen der Sachs und Georgi’schen 
Reaktion nach meiner Analyse des Standardantigens der Wasser- 
mann’schen Reaktion gerechnet, ca.0,1% Lecithin und ea. 0,05% 
Cholesterin enthalten ist, habe ich eine 0,1% alkoholische 6-Lecithin- 
Losung (1) und eine gemischte Loésung (2) von in Alkohol auf- 
geldstem 0,1% f-Lecithin und 0,05% Cholesterin gemacht, beim 
Gebrauch die Verdiinnung und die anderen Verfahren genau so wie 
beim Standardantigen (3) ausgefiihrt und alle drei verglichen. 


TABELLE XVI. 
Verdiinnungsgrad des Serums. 
Serum Antigen Kontr. 
2 4 8 16 32 64 

oe) OSL. + + + + + - — 
eee | 2) pL. 
s a ate +Chol. t ae = 

aa 3) Standard- 
= antigen = ae ar t 


TABELLE XVII. 


er Verdiinnungsgrad des Serums. 
: Verdtinnungsgrad Kontr 
Serum les Antigens 
des g 9) 4 8 16 32 64 
6 “ 4 + + + = = 
ed 10 } 
eae 15 Se liar loli me 
ae 20 ee ie) oh eae 
Een 10 alr AP ae a ar Ts a 
oO Foe ° 15 ar ig oe 
| (2) 20 ae = = = = 
30 epee ara, eee 
(3) 6 a ee = 3 


Da die Antigene (1) und (2) nach einer sechsfachen Verdiin- 
nung einen héheren Reaktionsgrad zeigten (Tabelle XVI) als das 
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Standardantigen, wurde der Verdiinnungsgrad erhoht; wie Tabelle 
XVII zeigt, hatte das f-Lecithin allein bei zehnfacher und das mit 
Cholesterin gemischte (-Lecithin bei fiinfzehnfacher Verdiinnung 
das gleiche Reaktionsresultat wie das Standardantigen. Man stellte 
fest, dass bei der Beimischung von Cholesterin, verglichen mit der 
ohne diese, die Reaktion starker ist. 

Mit der zehnfach verdiinnten 0,1% $-Lecithin-Losung und der 
fiinfzehnfach verditinnten gemischten Lésung (Cholesterin+ f- 
Lecithin) wurden bei 19 Fallen am Syphilisserum Experimente 
gemacht; wie Tabelle XVIII zeigt, stimmten die Resultate der 
Sachs und Georgi’schen Reaktion alle mit denen des Standard- 
antigens tiberein. 


TABELLE XVIII. 


Sachs u. Georgi—Reaktion 
Nr.| Name  |Krankheit Nein Standard .,,-__| B-Lecithin|Kontr, 
ee Antigen ee + Cholest. 
(6x) (5) 
1 M.K. Syph. ae ap She =e a5 a = 
2 || NCINE. AS ae + ar ae = 
Sl) Wgelels A AP ae te Ta ae ae = 
Ao DK, < + “ + + = 
5 | Z.E. ‘5 — = — = = 
|] alin ef — = = = = 
ff || LINE s — = = es = 
8} D.O. x ae SF ae ae ae = 
Oo DAE rs ae Ae 5B or Gt = 
IO aN Ate f + + ah AL nit 
I YAS, D 22 4 SF ote ar ae = 
UPA |) IDE Cs ap PAP ae ak ar = 
3s) KM. 5 Seah se oF + + 2s 
145) KG, _ = = = A 
15) MoH. if — = = = ae 
16} M.O os Re BP Se + + ae = 
17 | M.N. es — a & = - 
Ue} If MEIEG a gp ape ae + ate = 
LO ie ET > — = = es = 
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Ausserdem bei 11 Fallen des Serum von Gesunden, die Reak- 
tionsresultate waren alle negativ. 

Den obigen Resultaten nach glaube ich, dass die Hauptsubstanz 
des Antigens der Sachs und Geori’schen Reaktion auch das 
das f-Lecithin sei. 


IX. #-Lecithin und B-Kephalin. 

In meiner Mitteilung [Sakakibara (1936,b)] iiber das 
Studium der Serumreaktion der Lepra habe ich bekraftigt, dass 
das /-Kephalin eine spezifische Antigenitaét ftir das Lepraserum 
aufweist, und hier wurde mir nun klar, dass die Hauptsubstanz 
des Antigens der Wassermann’schen Reaktion bei Syphilis das 
/-Lecithin ist. 

Um hier festzustellen, wie das Mischantigen dieser beiden 
Substanzen fiir Lepra- und Syphilisserum sich verhalt, wurden vier 
gemischte Losungen aus 1% (-Lecithin und 1% /-Kephalinlosung 
zu Proportionen von 5:1 bis 5:4 gemischt, diese als Antigen (1) 
bis (4) benannt und die Komplementbindungsreaktion untersucht. 
Da bei den Vorversuchen bei den Proportionen zwischen f-Lecithin 
und 6-Kephalin von 5:1 (1) und 5:2 (2) mit 0,03 cem Antigenen 
sich keine komplementhemmenden Wirkungen zeigten, wurden sie 
30 fach, und da bei 5:3 (3) und 5:4 (4) mit 0,015 cem Antigenen 
auch keine erschien, wurden diese 60 fach verdiinnt und je 0,5 eem 
davon gebraucht und die Komplementbindungsreaktion untersucht. 


TABELLE XIX. 


g 5 Serummenge 
Untersuchte nd BO ei 
Seren EI 34 
a 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,0125) 0,00625] 0,003125|Kontr. 
| on f a . 
Dee a ee 4 - 
D.N. 2) eo | oe - = = = 
Go ee | |) Ke LL | eee 
4) te = = a = = = 
1) Bide ie atlas + = = = 
M.M. 2) Ge - m7 ie 
Woke eh 2B) f+ | + - - _ - - 
4) ae re = = = = = 
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TABELLE XIX—(Fortsetzung) 
= = : 
2 Serummenge 
Untersuchte | Bb é 
Seren eI £4 
S| < 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,0125) 0,00625) 0,003125|Kontr. 
jadi 
1) J++4+}) ++] + -- - — - 
F.H. sevilla - - - 
(WR +44) /P7P™) 3) | + J-e ] — | - S = = 
4) = — — — - - - 
1) Jtt+t+]+t+4+] +4] + 2 = = 
NUK. 2) j+t++) 44+] 4+ - _ — - 
VEE eta 1) |e anes) c + =: = = = = 
4) = - _ — — - — 
1) Jt++4+} 4+] + - - ~ 
KB. Lt? 2 ae ae Steel aie a = = a a 
ORI) 8) [bbl bey + 2 = = 
4) (aeeh oe) bb el ee) ee an = = 
1) jt+t]++t+] +4] 4+ ea = = 
c.0. 2) |+++/44+4+) ++] 4+ ~ = ~ 
CWeB pe) | 2 8) lee ee See ae = = 
40). ee te spa Hear ae|| se se a ee = 
1 f++] + | -— | - _ — — 
M.N. 2 sista |iiigehy = = = = — 
(WisRic) P| 3) ae |e | abet — = = = 
4) |Jt+++} 4+] + — — - = 


Aus den Resultaten ersieht man, dass, je grosser die [- 
Kephalinmenge, desto deutlicher die Reaktion fiir das Lepraserum 
und desto geringer die fiir das Syphilisserum war, was iiberein- 
stimmt mit den Resultaten dr Mischung von Rinderherz-Gesamt- 


lecithin und Rinderhirn-Gesamt-Kephalin. (s. Abschnitt V). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Gewoéhnlich sind in dem als Antigen der Wassermann’- 
schen Reaktion gebrauchten mit Cholesterin gemischten Alkohol- 
extrakt des Rinderherzens als Lipoide Lecithin (0,324%), Kephalin 
(0,108%) und Cholesterin (0,173%), ferner in Aceton und in 
Wasser losliche Substanzen enthalten. 
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2. Unter diesen Bestandteilen hat das Lecithin, besonders das 
optische inaktive /-Lecithin, Antigenitaét gegen das Syphilisserum. 

3. Die dem Analysenresultate gemiéss zu gleichen Lipoid- 
mengen wie das Standardantigen gemischte Alkohollésung aus 
Higelb-Lecithin, Rinderhirn-Kephalin und -Cholesterin zeigte kaum 
eine Antigenitat gegen das Syphilisserum; wohl darum, weil die 
f-Lecithinmenge zu gering war. 

4. Von dem aus den verschiedenen Organen des Rindes 
gewonnenen Gesamtlecithin zeigten die Lecithine des Herzens, der 
Leber und Niere Antigenitét gegen das Syphilisserum und die aus 
der Milz, und dem Hirn gewonnenen kaum eine solche. Doch die 
aus diesen Lecithinen getrennten /-Lecithine zeigten alle starke 
Antigenitat. 

5. Von den aus den Rinderorganen gewonnenen Lecithinen 
enthalt das aus dem Rinderherzen das meiste /-Lecithin, und es 
wurde der Reihe nach bei dem der Leber, Niere, Milz, Gehirn immer 
weniger. Beim Lecithin, bei dem, verglichen mit dem a-Lecithin, 
die Menge des /-Lecithins geringer ist, war entweder keine Anti- 
genitat oder nur eine sehr schwache gegen das Syphilisserum 
vorhanden. 

6. Wenn dem _  Rinderherz-Lecithin Rinderhirn-Kephahn 
beigegeben wurde, nahm die Antigenitat des Rinderherz-Lecithin 
gegen das Syphilisserum ab oder verschwand ganz; gab man statt 
Kephalin Cholesterin bei, wurde die Antigenitat verstarkt. Diese 
Tatsache ist auch gleich bei /-Lecithin und /-Kephalin oder Chole- 
sterin. 

7. Mit f$-Lecithin habe ich die Sachs und Georgi’sche 
Reaktion gepriift und erzielte dieselben Resultate wie beim 
Standardantigen. Die Hauptsubstanz des Antigens der Sachs und 
Georgi’schen Reaktion ist wohl auch das /-Lecithin. 
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From what Levene and Lépes-Suéarez discussed, the carbo- 
hydrate complex of serum mucoid belongs to the category of 
mucoitinsulfurie acid. Their view had been since credited generally 
until 1931, when C. Rimington referred to this subject and sug- 
gested that it looks similar to the association of mannose and 
glucosamine which is contained in albumin or globulin. No experi- 
mental evidence was, however, given by the latter. 

The writer tried to prepare the substance from serum after 
the first mentioned authors, while no precipitate was obtained at 
all by treatment of its so-called lead salt solution with glacial acetic 
acid and repeated failures made him finally conceive the description 
of Levene and Lépes-Suarez doubtful, and led him to under- 
take the reinvestigation of this problem. 

In the present experiment, serum mucoid was isolated and an 
attempt was made to draw a conclusion from its analytical figures. 


EXPERIMENTAL. 


Preparation of the serum mucoid. 


It was prepared by combining the method of Zanetti with 


that of By waters: 

10 liters of bull serum were poured into 20 lters of water 
which had been just heated to boiling, acidified to pH 5 with 90 ce. 
of 30% acetic acid and passed, in a wooden pail, for 20 minutes, 
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by violent currents of steam spouting out of many holes of a spiral 
lead tube. (pressure of steam: 8 kg per em?). After being stood 
for one day, the liquor was separated from the deposited coagulable 
proteins first by means of a linen bag and next by a Bichner’s 
funnel and evaporated on a water bath to about 5 liters, added to 
with 25 ec. of 20% alcoholic thymol solution and dialysed in an ox 
bladder for 3 days against the tap water. The solution was then 
made slightly acid to litmus with 30% acetic acid and condensed 
again on a boiling bath to about 500 ee. The solution was vigorous- 
ly stirred up continuously in order to avoid charring which is 
liable to occur at this stage. The mucoid was deposited out finally 
by addition of 4-5 volumes of 95% alcohol and separated quickly 
from the latter by centrifugalization, followed by drying in a 
vacuum dessicator over P2O;(<3 mm Hg). 

Purification: The brownish crude product thus obtained was 
pulverised in a mortar and extracted with 4 changes of 100 parts 
of water, each time by boiling the mixture for several minutes 
with constant shaking. The combined extracts were condensed 
nearly to a half volume, removed from the suspending particles 
by means of a centrifuge and condensed again on the water bath. 
When its volume was decreased to about 100 ce, it was cooled and 
added to with 4 to 5 parts of 95% alcohol and 1 part of ether. 
On treatment of the precipitate as before, 5-12 gm of the substance 
were obtained which was completely soluble in water. For analysis, 
it was submitted furthermore to 3 days dialysis against distilled 
water and, after repetition two times of solution and precipitation, 
dried to a constant weight in vacuo (<3 mm Hg) over P:0O;. 


Nitrogen analysis. 


By the micro-Kjeldahl method: 
I. 83mg Substance: 0.984 mg N (11.9%). 
II. 12.1 mg hs : 1415 mg WN (11.7%). 
(By waters: 11.43% by the macro-Kjeldahl method). 


The reduction power after preliminary hydrolysis: 


By the procedures adopted by Onoe, 2.944 mg of the substance 


Biochemical Studies on Carbohydrates.—X VIII. 75 


were found to contain 0.395 mg of reducing substances calculated 
as glucose, which is the amount corresponding to 13.4% of the 
mucoid. 

According to Bywaters, serum mucoid contains a carbo- 
hydrate fraction in approximately 25% computed as glucose. 


Tests for glucuronic acid. 


Tollens’ orcinol reaction: The reaction did not produce any 
dark green precipitate characteristic of glucuronic acid but cherry 
red colour, which is extractible with amylaleohol and shows no 
absorption band in the latter. 

Frufurol reaction: 146 mg of the dry substance were weighed 
in a Kjeldahl flask of 250 ce. capacity, added to with 20 ce. of 
HCl (sp. gr. 1.19) and the mixture was boiled with spiral reflex 
condensor (ground joint) for 30 minutes. After it was cooled, 
10 ce. of water were run through the condensor into the flask, 
neutralized to litmus with solid sodium carbonate and subsmitted 
to steam distillation. To the distillate 5ec. of 0.01n NaHSO, 
solution and, after 20 minutes, 10 ce. of 0.01 n. iodine solution were 
pipetted and the excess of iodine was titrated back with 0.01 n 
thiosulfate. But no more thiosulfate was used than the blank. 

Glucuronie acid is, therefore, not present in the seromucoid 
molecule, in other words, what Levene and Lopez-Suarez 
believed, was proved to be decidedly incorrect. 


Sulfate radicle. 
1) Quantitative test. 


10mg of serum mucoid was taken up in a little water and, 
after addition of 5ec. of fuming HCl, the solution was heated in 
a porcelain dish at gentle boiling until it was dried up. The dark 
remainder was treated with a few ce. of water and the filtrate which 
had been acidified with a few drops of 2n. HCl gave a faint tur- 
bidity on addition of a little 5% BaCl, solution. 

Serum mucoid thus appears to contain sulfate radicle as 
Zanetti detected, although Bywaters could not confirm it. But 
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its amount remains only trace. 


2) Quantitative analysis. 


312.95 mg of the substance were hydrolysed with 50 cc. of 1n 
HCl in a sealed tube for 10 hours at 100°C and the hydrolysate 
was filtered. Sulfuric acid in the filtrate and the washings were 
precipitated and weighed as BaSO,. The latter amounted to 3.52 
me (0.46% H.SO,4). Another example gave 2.41 mg (0.48% H2SOx4) 
of the salt from 207.16 mg of substance. These figures are far less 
than equimolecular to aminosugar. (Confer below). 


Aminosugar. 
1) Identification. 


It was started with 5gm of air dry substance,* mixed with 
50 ee. of fuming hydrochlorie acid in a porcelain dish. The mixture 
was at first boiled mildly on an asbestos sheeting until the volume 
was reduced to roughly 50 ee, afterwards evaporated on a boiling 
bath to a thick syrupy consistency and, while still warm, the dark 
residue was extracted with 100 cc. of water. On faintly alkalin- 
zing with 4¢c. of 10% NaOH solution, an amorphous precipitate 
fell out from which the solution was removed and shaken with 
5 ec. of benzoyl chloride and 32 cc. of 10% alkali for 20 minutes. 
The benzoylation product which settled out thereupon in a half 
liquid state was mostly collected on a funnel where it solidified 
and both the bulk on the funnel and that adhering to the flask 
wall were taken up in hot 95% alcohol, after being washed with 
water. Characteristic colourless, thin needless came out on eva- 
poration of the alcoholic solution to a small volume and, from hot 
alcohol recrystallized, 45 mg was yielded. 

It melted at 199°C and no depression in the melting point 
was caused by mixing it with tetrabenzoyl glucosamine. 


2) Quantitative analysis. 


Glucosamine was estimated by the Masamune and Naga- 


* It contains 10% of moisture. 
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zumi method (unpublished) taking 107.1 mg of the substance, and 
17.13 mg were found to contain 0.908 mg of the aminosugar, cor- 
responding to 5.3%. 


Identification and quantitative analysis of 
non-aminosugar. . 

With the purpose in view, the methods of the indole and 
diphenylamine reaction I of Dische and the orcinol method of 
Tillmans and Philippi were employed, the latter being modified 
by omitting to dilute the reaction mixture before colour comparison. 
Although Dische claimed that the colour intensity is strictly 
proportional to the sugar concentration between the limits from 
0.002 to 0.02% in the indole, and from 0.005 to 0.5% in the 
di-phenylamine reaction I, the results obtained by the writer 
demonstrated it does not hold. Therefore empirical curves of 
colorimetric readings not only in Tillmans and Philippi’s but also 
in Dische’s method were plotted from the figures given in table I. 
The colour depth which is developed by 0.01% glucose solution 
and set at 20mm was employed as the standard. 

The results on serum mucoid are seen in table If. When the 


TABLE I. 


Reading (mm) 


Sugar kind Sugar concentration (%) 


0.0075 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 


Orcinol reaction 


Glucose 25.46 20.0 12.6 9.74 7.64 6 

Mannose 20.52 17.02 9.97 7.08 5.45 55 

Galactose 20.4 16.7 9.64 6.50 Dee 25) 
Indole reaction 

Glucose 25.84 20.0 10.48 (eat! 5.67 4.86 

Mannose 33.7 27.4 1472 | 110.25 7.65 6.04 

Galactose Sad 25.28 15) fas 9.7 Te26 Dl 


Mannosetgalactose J 
(3: 1) 33.7 26.85 14.62 | 9.98 7.56 6.02 
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Diphenylamine reaction I. 
Glucose 26.94 20.0 11.22 7.32 5.46 4.66 
Mannose 24,32 18.76 9.64 6.58 4.90 4.30 
Galactose 38.87 30.04 17.0 11.33 9.05 7.70 
Mannose+galactose = a 
(a ab) 27.43 20.83 10.88 [235 5.56 4.46 
TaBLE II. 
Percentage of mucoid taken 
EE up by non-aminosugar 
employed Reaction Cs 
for analysis 
Jo Glucose | Mannose | Galactose : muren te 
0.25 Orcinol- alia 10.4 10.0 
Indole- 7.2 10.8 10.0 10.6 
Dihenylamine [ 11:2 10.2 18.9 eS 
0.15 Orcinol- 14.7 10.6 OM 
Indole- G33 10.6 9.3 10.8 
Dihenylamine I 13:3 11.0 20.0 12.5 
10.6 


(average) 


sugar content is caleulated as mannose, the values gained at various 
concentrations and by different methods coincide well mutually 
within the experimental error. But, otherwise, they diverge ap- 
preciably. So this hexose must be the nonamino-component of the 
carbohydrate complex and takes up 10.6% of the conjugated 
protein. 

The molecular proportion of mannose to glucosamine is, 
namely, 


10.6 


ye 
180 — 


—— =2.0 
Lo 


Acetyl radicle. 


It was estimated according to Postowsky by continuing 
saponification for 2 hours, distillation for 25 minutes and titrating 
the distillate by iodometry. 
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Calculated the volatile acid as acetic acid, 27 mg substances 
gave 0.346mg CH3CO (1.28%). 
Its theoretical amount equivalent to glucosamine is 


43 
EO OG =—1.2729 : 
179 “) 


Most probably, acetyl group is linked to the amino group of 
the glucosamine by analogy from the construction of chitin and 
other glucosamine-involving polysaccharides and the prosthetic 
group of the mucoid in question is composed of mannose and 
acetylglucosamine in proportion of 2 to 1. 


CONCLUSION. 


The carbohydrate fraction of serum mucoid is an association 
of two molecules of mannose and one molecule of acetylglucosamine 
or more likely of their multiple. 

The writer expresses his thanks to the Foundation for Promo- 
tion of Scientific and Industrial Research of Japan which gave a 
grant toward the expenses of this research. 
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BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNG UBER DIE 
NAPHTHALIN-LINSENKATARAKT. 


VON 


MIYOJI MORIYAMA. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Kaiserl. Kyushu-Universitat 
, zu Fukuoka, Japan. Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1936) 


I. Kaprren. 


UNTERSUCHUNGEN UBER DEN HARN VON NAPHTHALINTIEREN. 


Nachdem Reis (1911) zuerst eine Abnahme des Zysteinge- 
haltes der Linse bei Katarakt als merkwiirdige Veradnderung mit- 
geteilt hat, ist diese von zahlreichen Forschern (Jess 1913, 
Goldschmidt 1917, Seki 1926, Shoji 1927, Cohen, Kamner 
u. Killian 1928, Tassman 1929) bestatigt und deren Beziehung 
zur Entstehune der Katarakt eifrigst umstritten worden. Natiir- 
lich ist das Zystein in der Linse nicht in freiem Zustande, sondern 
hauptsachlich in gebundener Form als /-Krystallin vorhanden, so 
dass die Abnahme der Sulfhydrylgruppe nichts anderes als die 
Verminderung yon /-Krystallin ist, welches schon von Tsuji in 
diesem Laboratorium (1932) bestatigt wurde. Man nimmt daher 
bisher im allgemeinen an, dass die Ursache fii die Kataraktent- 
stehung bei Naphthalinverabreichung teilweise in einer Verminde- 
rung der Sulfhydrylgruppe der Linse zu suchen ist. Diese Annahme 
bestatigte Nakashima (1934) einwandfrei. Um die Befunde 
Nakashima’s zu komplettieren, habe ich mich mit der Analyse der 
Schwefelverbindungen des Harns bei Naphthalintieren beschaftigt. 
Ausserdem wurden auch Versuche mit vielen anderen Naphthalin- 
verbindungen wie a- und /-Naphthol angestellt. Nach Takamura 
(1912) und Kolinski (1889) erzeugen diese Substanzen 
schwichere Augenveranderungen als das Naphthalin. Worin dieser 
Unterschied liegt ist eine sehr interessante Frage. Wie allgemein 


anerkannt, spielen bei den Entgiftungsprozessen bei solehen Sub- 
A 
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stanzen im lebenden Organismus die Glukuronsaure und die 
Schwefelsiiure eine erosse Rolle. Das kommt sehr wahrscheinlich 
daher, dass die Substanzen welche schwachere Augenveranderungen 
hervorbringen, sich mehr mit Glukuronséure paaren als mit 
Schwefelsiure. Ich habe nun Kaninchen Naphthalin oder dessen 
Derivate peroral verabreicht und einerseits die auftretenden 
-Augenveriinderungen, andererseits die mit dem Harn ausgeschie- 
denen Glukuronsiure- und Atherschwefelsiuremengen quantitatis 
bestimmt. Da es sich bei der Entstehungsursache der Katarakt 
scheinbar doch um Schwefelverbindungen handelt, habe ich auch 
die Schwankungen an anorganischer Schwefelséure und neutralem 
Schwefel im Harn verfolgt. 


Untersuchungsmethode. 


fi, Versuchsanordnung und Material. 

Die Kaninchen, die als Versuchstiere dienten, wurden mit 
Tofukara (dem Riickstand der Bohnenkasebereitung) und mit Kohl 
ernahrt. Einmal wurde pro kg Korpergewicht 1 g Naphthalin oder 
dessen Derivate und 1g Traubenzucker, die mit fliissigem Paraffin 
gut gemischt in eine Oblate gewickelt wurden, per os gegeben. Der 
Harn wurde alle 24 Stunden mittels Katheter entleert und unter- 
sucht. 

2. Bestimmungsmethode. 

a) Glukuronsaure wurde in Form von Lakton mit einer etwas 
modifizierten Methode von Haendel (1924) bestimmt. Zu 10 ccm 
Harn wurden 10 cem Bleiessigl6sung und 1 cem 10%ige Ammoniak- 
losung gegeben. Der entstehende Niederschlag wurde abzentri- 
fugiert, zweimal mit destilliertem Wasser gut ausgewaschen, mit 
30 cem Salzsdure in einen Kjeldahl-Kolben eingebracht, dieser mit 
einem Riickflusskiihler versehen und 15 Minuten lang gekocht. 
Nach dem Abkiithlen habe ich mit Natriumkarbonat neutralisiert 
und dann mit dem Wasserdampfdestillationsapparat solange 
destilliert, bis 100 eem Destillat erhalten wurden. Darauf wurden 
dem Destillat 20 cem n/100 KHSO, und nach 20 Minuten langem 
Stehenlassen weiter 30cem 1/100 wiisserige Jodlésung hinzuge- 
geben, und schliesslich habe ich mit n/200 Natriumthiosulfatlésung 


TH 
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titriert. Zu Kontrolle wurden Leerversuche unternommen. 

b) Atherschwefelsiure und die anorganische Schwefelsdure 
wurden nach Folin und der Neutralschwefel nach Benedict 
(1909) und Deed (1910/11) bestimmt. 


Resultate. 
A. Verabreichung von Naphthalin-Derivaten. 
1. p-Naphthylamin. 
TABELLE J, 


B-Naphthylamin-Versuch. 
(Durchsechnittswerte von 4 Kaninchen) 


Baobach. Glukuron- Ather- Anorg. Neutr. 
saur-Lakton| Schwefels. | Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
tungstage 5 : 2 = 
in mg in mg in mg in mg 
a: 64.90 21.78 161.78 6.10 Vor dem 
2, 39.48 12.39 73.73 26.27 Versech: 
3. 24.21 13.34 65.64 7.97 
Durchschnitt: 42.86 15.67 103.92 11.38 
4. 255.96 98.55 180.91 26.98 Arzneigabe 
Ds 33.74 38.92 72.01 11.94 
6. 72.57 25.97 76.65 18.79 
ae 67.24 24.74 168.28 43.06 
8. 18.94 17.39 138.96 25.70 


Wie man in Tabelle I sieht, zeigt also am ersten Tage nach 
der Verabreichung des f-Naphthylamins der Glukuronsaure- 
Laktongehalt des Harns eine durchschnittliche Vermehrung um das 
6fache, am zweiten Tage und spater finden sich zwar mehr oder 
weniger grosse Schwankungen, doch bleiben dieselben im Rahmen 
des Normalen. Die Atherschwefelsdure zeigt nur am ersten Tage 
eine Zunahme um das 6fache, an den folgenden Tagen sind keine 
deutlichen Verainderungen mehr zu beobachten. Die anorganische 
Schwefelsiure und der Neutralschwefel zeigen keine deutlichen 


Abweichungen von der Norm. 
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2. a-Bromnaphthalin. 


Im Durchschnitt nimmt die Glukuronséiure am ersten Tag um 
das 8fache, die Atherschwefelsiure um das 3fache, die anorganische 
Schwefelsiuremenge mehr oder weniger zu und der Neutral- 
schwefel steigt um das 214fache; an den darauffoleenden Tagen 
zeigen sich gegeniiber der Norm keine wesentlichen Unterschiede 
(s. Tabelle IT). 


TABELLE II. 
a-Bromnaphthalin- Versuch. 
(Durchschnittswerte von 4 Kaninchen) 


Pechache Glukuron- Ather- Anorg. Neutr. 
Sanaatace sdure-Lakton| Schwefels. | Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
Bstag in mg in mg in mg in mg 
Ms 65.94 28.06 121.59 20.45 Vor dem 
2, 65.83 11.92 62.21 32.23 Migitee 
3. 32.74 13.42 67.25 8.32 
Durchsehnitt:54.84 17.46 83.68 17.56 
4. 446.11 50.88 102.71 49.73 Arzneigabe 
5 110.76 37.22 ai lle 9.74 
6. 105.88 49.38 121.13 13.89 
16 73.45 15.91 122.45 34.51 
8. 21.18 15.31 124.00 too? 


3. a-Naphthol. 


Im Durchschnitt steigt die Glukuronsaiure auf das 5fache des 
normalen Gehaltes, dann fallt sie allmahlich und zwar bis unter 
den Normalwert. Die Atherschwefelsiure steilet am 1. Tage nach 
der Verabreichung des Mittels auf das 8fache des normalen Ge- 
haltes, danach kehrt sie zur Norm zurtick. Der Wert fiir die 
anorganische Schwefelsdure fallt am ersten Tage auf 1/3 des nor- 
malen Wertes und kehrt in den folgenden Tagen zur Norm zuriick, 
der Neutralschwefel wird am 1. Tage auf 1/4 vermindert, am 3. 
Tage normal und am 4. Tage wieder etwas vermehrt. 
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TABELLE IIT. 
a-Naphthol-Versuch. 
(Durchnittswerte von 2 Kaninchen) 


Beobach. | .Glukuron- Ather- Anorg. Neutr. 
een: saure-Lakton| Schwefels. | Schwefels. | Schwefel Bemerkg. 
gstage : 2 < 5 
in mg in mg in mg in mg 
tle 58.86 21.93 130.60 18.20 Vsr dem 
2, 127.14 10.89 67.19 Ash le ieaets 
3. 85.50 10.50 61.70 12.08 
Durchsehnitt : 90.50 14.44 86.49 13.11 
4. 470.58 117.88 28.48 3.44 Armeigabe 
5. 126.97 20.99 84.55 1.41 
6. 114.97 21.73 110.19 13.82 
i 33.66 9.33 105.86 52.24 
8. 17.81 15.03 133.15 5.22 


4. $-Naphthol. 
Die Ergebnisse waren dieselben wie beim a-Naphthol. 
TABELLE IV. 


B-Naphthol- Versuch. 
(Durchschnittswerte von 3 Kaninchen) 


Glukuron- Ather- Anorg. Neutr. 


pee siure-Lakton| Schwefels. Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
tungstage in mg in mg inmg °* in mg ; 

ihe 207.19 38.18 284.11 40.02 Vor dem 

2, 368.50 9.68 94.58 34,29 Versuch 

420.51 18.15 iyi 25.96 

Durchschnitt:332.06 22.0 171.19 33.42 

4. 625.66 133.78 5.26 22.78 Arzneigabe 

os 151.70 61.58 192,23 72.18 

6. 494.72 29.75 115.78 25.82 

Vie 487.78 30.93 441.77 32.63 

8. 317.38 17.89 75.09 43.37 
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5.. Jodbenzol. 


Durchschnittlich nimmt am 1. Tage der Gehalt an Glukuron- 
siure etwas zu, danach ist an 2 Tagen keine Veranderung zu 
beobachten, und am 4. Tage findet wieder eine kleine Zunahme 
statt. Die Atherschwefelsiure nimmt an den beiden ersten Tagen 
zu, die anorganische Schwefelsiure dagegen nimmt am ersten Tage 
ab und zeigt danach keine Veraénderung mehr; der Neutralschwefel 
nimmt am ersten Tage etwas zu, am zweiten weiterhin zu und 
danach scheint Neigung zur Abnahme zu bestehen. 


TABELLE V. 
Jodbenzol-Versuch. 
(Durchschnittswerte von 3 Kaninchen) 


Beohach: Glukuron- Ather- Anorg. Neutr. 
are, siure-Lakton| schwefels. | Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
tS inmg in mg in mg in mg 
if 264.62 22.98 258.27 45.63 Vor dem 
2, 359.70 8.88 145.60 38.96 Versuch 
3. 339.49 PB ailil 99.88 45.47 
Durchschnitt:321.27 18.32 167.92 43.35 
4, 415.74 94.22 23.36 59.50 Arzneigabe 
5. 275.89 , 61.09 137.62 80.07 
6. 314.30 26.23 68.91 16.69 
Ts 540.06 40.15 294.23 40.47 
8. 388.62 25.18 62.11 29.74 


B. Verabreichung von Naphthalin. 


1. Naphthalin. 


Die Glukuronsdiure nimmt am 1. Tage ab; es kommen zwar 
auch Falle vor, in denen eine Zunahme statthat, doch ist der Ver- 
mehrungsgrad nur ein sehr geringer. In allen Fallen ist an den 
folgenden Tage eine Verinderung nicht festzustellen. Die Ather- 
schwefelsdure nimmt am 1. und 2. Tage zu und kehrt danach zur 
Norm zuriick. Die anorganische Schwefelsiiure nimmt wihrend 
der ersten 3 Tage ab und steigt dann wieder zum Normalwert 
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zuruck. Der Gehalt an Neutralschwefel nimmt am 1. und 2. Tage 
zu, am 3. Tage auffallend ab und wird am 5. Tage wieder normal. 


TABELLE VI. 
Naphthalin- Versuch. 
(Durchschnittswerte von 3 Kaninchen) 


Glukuron- Ather- Anorg. Neut 
Beobach- = g eutr. 
pigeon saure-Lakton| Schwefels. | Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
tungstage A ‘ : g 8g 
in mg in mg in mg in mg 
: ASH S I 25.88 353.76 52.81 Vor dem 
2, 595.10 22.94 122.71 38.42 Versuch 
3 633.56 27.24 128.79 42.46 
Durchsce hnitt:517.06 25.35 201.75 44.56 
4. 393.08 88.81 42.17 81.53 Arzneigabe 
oe 509.98 95.58 28.74 83.54 
6. 335.59 QT Aw 48.98 2.26 
ifs 554.53 33.76 388.09 8.94 
8. 359.36 20.03 84.84 34.49 


2. Naphthalinverabfolgung kombiniert mit 
Insulininjektion. 


Der Zweck dieses Versuches ist, die Behauptung von Michail 
& Vancea (1926), dass die Insulininjektion auf die Entstehung 
der Katarakt hemmend wirkt, bei der Naphthalinkatarakt nach- 
zupriifen. Den Tieren wurde 5 Tage lang taglich 2 g¢ Naphthalin 
verabreicht und dazu morgens und abends je eine Einheit Insulin 
subkutan injiziert. 

Der Gehalt des Harns an Glukuronsiure-Lakton nahm in 
diesem Falle mit der Zeit allmablich zu und betrug am 4. Tage 1g. 
Der Gehalt an Atherschwefelsiure nimmt ebenfalls zu, doch ist der 
Vermehrungsgrad kein so ausgesprochener wie beim  vorigen 
Versuch. Der Gehalt an anorganischer Schwefelsdure wird 
allmihlich vermindert und erreicht am 5. Tage den Nullpunkt. 
Der Gehalt an Neutralschwefel nimmt etwas zu, doch sind die 
Mengen schwankend und werden erst am 5. Tage deutlich vermehrt. 
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_ Hier trat in einem Fall nach 5 Tagen und in dem andern Fall nach 
3 Tagen Katarakt auf. 


TABELLE VII. 
Naphthalin- Versuch mit Insulin kombiniert. 
(Durchschnittswerte von 2 Kaninchen) 


Glukuron- Ather- Anorg. Neutr. 
Beobach- siure-Lakton| Schwefels. | Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
tungstage in mg in mg in mg in mg 
it 47.58 35.87 24.84 57.384 Vor dem 
Versuch 
2. 24.58 28.28 28.48 23.83 
Ds 41.43 34,27 13.14 48.90 
4, 53.82 29.12 96.75 96.47 
Durchschnitt:41.85 31.89 40.80 Uisyonl 
5. 151.86 60.44 22.91 105.96 Arzneigabe 
6. 558.84 84.43 17.70 76.96 Z 
fhe 506.14 41.31 11.06 98.03 FF 
8. 1108.81 52,78 3.34 114.81 x 
9. 1086.84 42.59 0.00 221.49 ey 
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3. Naphthalinverabfolgung kombiniert mit 
Adrenalininjektion. 

5 Tage lang wurden taglich 2g Naphthalin per os und dazu 
morgens und abends je 1 cem 0.1% iges Adrenalin subkutan verab- 
folgt. 

Die Glukuronsiure nimmt schwankend zu, auch die Ather- 
schwefelsaure ist leichtgradig gesteigert. Die anorganische 
Schwefelsdure zeigt nur Neigung zur Abnahme und der Neutral- 
schwefel zeigt deutliche Zunahme. Augenverinderungen waren 
ebenso wie bei den Versuchen mit Naphthalinderivaten nicht 
festzustellen. 


Naphthalin-Linsenkatarakt. 89 


TABELLE VIII. 
Naphthalin-Versuch mit Adrenalin kombiniert. 
(Durchschnittswerte von 2 Kaninchen) 


Recheck: Glukuron- Ather- Anorg. Neutvr. 
tungstage sanre-Lakton| Schwefels. | Schwefels. Schwefel Bemerkg. 
in mg in mg in mg in mg 
i! 39.81 51.29 37.54 80.86 Vor dem 
2 44.51 20.36 41,22 Bice aie > ue 
3 246.39 21.37 29.15 43.66 
4 2222 42.69 108.84 58.28 
Durchschnitt: 137.98 35.24 54.19 56.88 
ae 370.15 64.67 591 bal ks) 183.47 Arzneigabe 
6. 680.75 65.27 41.59 251.41 Fh 
ais 620.24 31.81 17.28 118.36 a 
8. 410.87 50.66 35.14 77.79 A 
9. 504.88 7an16 32.38 101.96 Pe 
Schluss. 
Glukuronsdure-Lakton: Die Glukuronsdure-Lakton- Aus- 


scheidung bei ein und demselben Kaninchen bleibt sich gleich, zeigt 
aber individuelle Unterschiede. Am 1. Tage nach der Verabrei- 
ehung von Naphthalinderivaten ist im allgemeinen eine Hrhohung 
festzustellen, deren Maximum das 8fache des normalen Wertes 
betragt. Im Gegensatz dazu besteht bei Naphthalingabe eine 
Abnahme. Vom 2. Tage an ist bei allen Versuchen im allgemeinen 
keine bedeutende Veranderung festzustellen. 

Atherschwefelsiure: Am 1. Tage nach der Verabreichung der 
Naphthalinderivate wird eine 2-8fache Vermehrung in der Aus- 
scheidung der Atherschwefelsiiure beobachtet; beim Naphthalin- 
versuch belauft sich die Ausscheidungsmenge auf das 314fache der 
normalen Menge. 

Anorganische Schwefelsiure: Bei Verabreichung der Naph- 
thalinderivate werden je nach den Versuchsbedingungen am 1. 
Tage Zu-oder Abnahme beobachtet, bei Fiitterung mit Naphthalin 
tritt immer Abnahme ein. 

Neutralschwefel: Naphthalinderivate rufen Zu- oder Ab- 
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nahme hervor; Naphthalin verursacht immer eine deutliche 
Zunahme, die bedeutend hoher ist, als die durch Derivate bedingte. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu schliessen, dass kurz nach der 
Naphthalinverabreichung die Verbindung mit der Glukuronsaure 
schwerer vor sich geht als in einem spateren Stadium. Die Derivate 
dagegen verbinden sich leicht und schnell mit der Glukuronsaure. 
Die Ausscheidung des Naphthalins aus dem Organismus geht also 
viel langsamer vor sich, als die der Derivate. Die Ausscheidung 
des Naphthalins und die seiner Derivate geht als Atherschwefel- 
siure in beiden Fallen fast gleichmassig vor sich. Die Abnahme 
in der Ausscheidung von anorganischer Schwefelsdure weist darauf 
hin, dass das Naphthalin ebenso wie seine Derivate meist an die 
Atherschwefelsiure oder an den Neutralschwefel gebunden aus- 
geschieden wird. Da die Derivate in verhaltnismassig hohem Grade 
als Atherschwefelsiiure ausgeschieden werden, so scheint es, als ob 
der anorganische Schwefel sich leicht zu Atherschwefelsiiure um- 
wandelt, wahrend er nach Naphthalingabe hauptsichlich als 
Neutralschwefel ausgeschieden wird. 

Die Tatsache, dass im Naphthalinharn der Neutralschwefel- 
eehalt ein sehr hoher ist, stimmt mit der von anderer Seite beo- 
bachteten Verminderung des Glutathions und Cysteins sowie dem 
Hiweisszerfall tiberein. Nach den Versuchen von Nakashima zu 
urteilen, wird aus irgendwelechem Grunde das Naphthalin an das 
Cystein gebunden ausgeschieden, und es ist wahrscheinlich, dass 
die abnorm hohe Ausscheidung an Neutralschwefel in Zusammen- 
hang mit dieser Erscheinung steht. 

Ks ist nach allem anzunehmen, dass durch das Naphthalin, das 
einerseits ein Abnahme des Zysteingehaltes und das /-Kristallins 
der Linse und andererseits eine Veranderung der Higenschaften in 
der Linse veranlasst, eine Veranderung in der Permeabilitat der 
Linsenkapsel eintritt, durch welche die Katarakt dann entsteht. 

Wie klinisch anerkannt, kommt die menschliche Katarakt 
haufig beim Diabetiker vor. Daher ist die giinstige Wirkung von 
Insulin fiir Katarakt wohl denkbar. Michail & Vancea (1926) 
haben auf Grund ihrer Versuche behauptet, dass durch Insulin- 
Injektion die Katarakt geheilt, oder doch in seiner Entwicklung 
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gehemmt werden kann, und dass die Ursache fiir die Kataraktent- 
stehung in einer Funktionsstérung der Pankreas zu suchen sei. 
Danach hat Nakashima (1933) in unserem Laboratorium den 
Kaninchen nach Entfernung der Pankreas Naphthalin verabreicht, 
dabei jedoch beziiglhch der Kataraktentwicklung im Vergleich zum 
normalen Kaninchen keinerlei Unterschied feststellen kénnen. Bei 
meinen Versuchen zeigte sich, dass nach der Injektion von Insulin 
neben der Naphthalinverabreichung der Gehalt des Harns an 
Glukuronsaure und Neutralschwefel bedeutend zunahm und dabei 
Katarakt entstand. Demnach scheint mir nur eine Pankreasdys- 
funktion als Atiologie der Naphthalinkatarakt nicht annehmbar. 

Auch bei Kombination der subkutanen Adrenalininjektion mit 
der Naphthalinverfiitterung konnte weder Katarakt, noch sonst ein 
bemerkenswerter Befund erhoben werden. 


If. Kaprren. 


UNTERSUCHUNG UBER DEN ASCORBINSAUREGEHALT DES 
NAPHTHALINKANINCHENS. 


Neben der schon lange bekannten antiskorbutischen Wirkung 
besitzt die Ascorbinséure die Fahigkeit, ein biologisch sehr wich- 
tiges Redoxsystem zu bilden. Das erklart auch ihre so ausserordent- 
lich wichtige Rolle, die sie ftir den Stoffwechsel der Augenlinse 
héchstwahrscheinlich spielt. Die Existenz von Ascorbinséiure in 
der Augenlinse wurde zuerst von Harris (1933) bewiesen und 
dann von vielen Forschern bestatigt. Seit Miiller (1933) fand, 
dass sich die Ascorbinséiure im Kammerwasser bei Rinderkatarak- 
ten und bei den mit Naphthalin vergifteten Kaninchen stark ver- 
mindert, hat man der Kataraktentstehung im Zusammenhang mit 
dem Ascorbinsiuregehalt der Augenlinse grosse Aufmerksamkeit 
zugewandt. Euler & Martius (1933) fanden, dass beim 
Menschen die Ascorbinsiure in der kataraktdsen Linse stark 
vermindert ist. 

Dann haben Nordmann & Wien (1934) und Fischer 
(1934) diese Angabe bestitigt. Miiller, Buschke, Gurewitsch 
& Brith] (1934) haben bei Rinderkatarakt das quantitative Ver- 


92 M. Moriyama: 


schwinden derselben Saure festgestellt. Nach Miiller & Buschke 
(1934) vermindert sich die Ascorbinsiure in der Augenlinse bei 
Naphthalinkatarakt und nach Uchimi (1985) auch bei Massage- 
katarakt. In dieser Annahme untersuchten viele Forscher dieses 
Gebiet, um die Ursache der Katarakte zu finden. Fischer (1934) 
gibt an, dass die Vitamin-C-Bildungsstorung der Linse die Atiologie 
der Linsentriibung sein mag. Szent-Gyoeryg(1934) denkt, dass 
das Vitamin C fiir die Erhaltung der Linsenklarheit notwendig ist. 
Nach Miller (1934) und Monjukowa (1935) haben die an 
C-Vitamin reichen Nahrungsmittel keine Schutzwirkune gegen die 
Linsentriibung, wahrend nach Bourne & Adam (1933) dies wohl 
der Fall ist. Nach frtheren Angaben von Miller usw. (1934) 
tritt keine Heilungstendenz nach intravendoser Injektion des 
Vitamin C auf, aber spater berichtigten Miller & Buschke(1934) 
ihre Ansicht dahin, dass die Ascorbinsaéure eine Heilwirkung zu 
haben scheint. Vor kurzer Zeit lag ein Bericht tiber das Auftreten 
der Linsentrtibung bei Skorbut des Meerschweinchens (Monju- 
kowa & Fradkins 1935) vor. Ich untersuchte nicht nur den 
Vitamin-C-Gehalt der Linse bei Naphthalinkatarakt, sondern auch 
den der verschiedenen Korperteile des Kaninchens, um die atio- 
logische Bedeutung des Vitamin C bei Naphthalinkatarakt zu 
finden. 


Untersuchungsmethode. 


Versuchsanordnung wnd Material. 

Als Versuchstiere dienten Kaninchen, die im Stoffwechselkorb 
gehalten wurden. Jeden Tage wurde das Tier mit 400 ¢ Tofukara 
(dem Riickstand der Bohnenkiasebereitung) und 150g Kohl 
gefiittert. Taglich einmal wurden 1g Naphthalin und 1¢ Trau- 
benzucker pro kg Korpergewicht verabreicht. Die Arzenei wurde 
mit fltissigem Paraffin gut gemischt, in eine Oblate getan und per 
os eingegeben. Nach mehreren Tagen trat milchigweisse Triibung 
in der Linse auf. 

Bestimmungsmethode. 

Das Versuchstier wurde durch Durchschneiden der Carotis 
entblutet und sofort nach dem Toten seziert. Nach dem Wiegen 
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wurde das Gewebsstiick mit Seesand und 10cem 3% iger Meta- 
phosphorsaurelésung im Glasmérser zerrieben und abzentrifugiert. 
Aus dem Riickstand wurde das Vitamin C nochmals extrahiert. 
Die Zentrifugate (ca. je 10cem) wurden zusammengegossen und 
mit der Metaphosphorsaurelosung auf das konstante Volumen von 
25 cem aufgefillt. Zur Bestimmung der Askorbinsiiure in dieser 
Flissigkeit habe ich die Dichlorphenolindophenolmethode ange- 
wandt. 


Versuchsergebnisse. 


TABELLE I. 
C-Vitamingehalt der gesunden und kataraktésen Kaninchen. 


Normale Kaninchen Kataraktose Kaninchen 
Gewebe C-Vitamin- | Zahl der | C-Vitamin- A tea oe Zahl 
; gehalt Versuchs- f gehalt Foe Ce der 
in mg % tiere in mg % in % Falle 
Hirn 18.8 if 18.1 96.3 8 
Linse 14.6 15 ihe} 10.3 8 
Kammerwasser 24.4 2 2.7 11.0 6 
Lunge 12.7 6 10.7 84.2 7 
Herz 2.0 6 1.3 65.0 8 
Leber 7.9 6 Dall 122.8 7 
Magen 2.0 7 3.7 185.0 8 
Milz 26.3 7 27.0 102.6 8 
Pankreas 7.5 7 7.2 96.0 8 
Niere 6.9 7 3.8 55.0 8 
Nebenniere 135.8 6 135.8 100.0 8 
Hoden 36.9 4 37.5 101.6 4 
Ovarium 35.1 3 36.5 103.8 4 
Muskel 1.0 if 0.8 80.0 8 


Wie die Tabellen I und II zeigen, wird der Gehalt der ver- 
schiedenen Organe an Askorbinsiure bei den taglich mit Naphthalin 
eefiitterten Kaninchen nicht deutlich verandert. Der Askorbin- 
siiuregehalt bei normalen Kaninchen betragt 18.8 mg% im Gehirn, 
20me% im Magen, 36.9mg% im Hoden und 35.1mg% im 
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Ovarium; bei den kataraktésen Kaninchen 18.1mg% im Gehirn, 
3.7me% im Magen, 37.5me% im Hoden und 36.5mg% in den 
Ovarien. Auch der Askorbinsdiuregehalt in diesen Organen bei 
nicht kataraktésen Kaninchen nach Naphthalinverabreichung 
entspricht fast ganz dem bei kataraktésen Kaninchen. Bei den 
gesunden Tieren betrigt die Askorbinsdure in der Milz 26.3 mg% 
und in der Nebenniere 135.8me%. Auch bei den kataraktosen 
Kaninchen ist die Menge der Askorbinsaéure in diesen Organen 
fast normal. Obgleich noch eine Woche nach der Naphthalinverab- 
reichung die Askorbinsdurewerte in diesen Organen keine auf- 
fallende Verminderung zeigen, werden im Verlaufe der Zeit diesel- 
ben bis unter die Norm herabgesetzt. 


TABELLE II. 
C-Vitamingehalt des Naphthalinkaninchens ohne Katarakt. 


Kan.-Nr.| 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 | 9 |Dureh-|Verhalt-) Kon- 
schnitt- nis trolle 

Behand- 1 2 3 4 iss 6 g | 18 | 22 | werte | gegen- (mg%) 
lungs- (mg%)| iiber 

tage Ss 

eae orm 
eee (Jo) 

(g) 

Beginn = /|1870)1450| — | 1500} 1700 |1960)2030} — | — 
Ende 1820 | 1450 |1770] 1340 | 1480 |1600/1560)1650)2340 
Hirn 21.9} 23.0] 23.7] 20.4) 19.8} 18.7) 17.5} 18.9] 21.1) 20.5 109.0 18.8 
Linse 21.4] 16.8} 13.5) 19.2} 20.3] 20.4) 15.3] 9.5) 9.4) 16.2 111.0 14.6 
Kammer- 

wasser 4.1} 10.3/10.0| 6.4; 0.5) 8.41 5.1) — | 7.6 7.8 31.9 24.4 
Lunge 16.9} 16.4) 6.6} 5.5) — ae BO) 2S) GY 7.8 61.4 12.7 
Herz 1a) De ala ailssth Ba aS) atl) az) Lal UBT 85.0 2.0 
Leber 3.4) 14.7) — 2.1) 4.9] 7.1] 1.3] 2.3) 3.4 7.8 61.4 7.9 
Magen 15)" 7d) 4.0) 2.4) (8:2) 27! 991 8.4) aco 4.0 200.0 
Milz 35.2} 39.5] 21.9} 35.8) 38.4)14.7] 9.4111.7| 0.5) 22. 87.0 26.3 
Pankreas 9.0) 2.2} 3.1) 4.9} 6.1) 5.0) 3.0] 4.5] 4.0 4.6 61.0 Ud 
Niere 4.1) 6.4] 4.1) 4.7] 8.1) 3.4) 3.5) 2.5] 1.1 4.2 61.0 6.9 
Neben- 

niere 136.1) 180.4] 60.9] 180.4] 140.0] 95.7] 50.5] 62.5] 56.2} 106.9 78.0 | 135.8 
Hoden 42.2) 32.4] 27.8] 66.8], — |27.6) — | — | — 39.3 106.5 36.9 
Ovarium | — —— 37.5} — | — | 28.3] 23.3] 29.1 80.9 Stop 
Muskel 0.8} 0.5) 1.1) 1.3) 1.1) 0.7] 0.4} 0.9) 0.7 0.8 80.0 1.0 
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Die Askorbinsaure bei normalen Kaninchen betragt 6.9 me% 
in der Niere und 12.7mg% in der Lunge. Bei kataraktésen 
Kaninchen und auch bei den mit Naphthalin gefiitterten Tieren 
mit noch klarer Linse vermindert sich die Askorbins’ure in den 
oben genannten Organen. Bei den normalen Kaninchen betragt 
die Askorbinséure 7.9 mg% in der Leber, 2.0 mg% im Herzen und 
10mg% im Muskel. Nach Naphthalinvergiftung scheinen die 
Askorbinsdéurewerte in den meisten Organen ein wenig abzunehmen. 

Wie die Tabelle III zeigt, sechwankt bei meinem Versuche an 
Kaninchen der Vitamin-C-Gehalt der normalen Linse von 7.9 bis 
17.9mg% (Durchschnittswert 14.6mg%). Die Augenlinse des 
rechten und des linken Auges enthalten fast die gleiche Menge C- 
Vitamin. Der Vitamin-C-Gehalt bei normalen Rinderlinsen betragt 
22.7 bis 28.2 mg% in 16 Fallen (durchschnittlich 25.2 mg%). 


TABELLE III. 
C-Vitamingehalt der normalen Kaninchenlinse. 


- : C-Vitamingehalt (mg%) 
Kae soils alee 
8g Links Rechts 

i 1170 15.0 17.2 
2 1330 iGsyal 16.9 
3 1280 16.6 17.5 

4 1330 17.3 = 
5 1230 15.7 16.5 
6 1560 16.5 16.4 

7 1440 Leo es 
8 1240 17.3 16.6 
9 1550 wae 8.3 
10 2130 14.8 14.2 
iui 1230 10.2 10.5 
12 1550 10.3 10.3 
13 1770 16.5 iets} 
14 2360 15.4 15.9 
15 1410 13.0 11.5 
Durehsehnitt 14.6 14.6 
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Wie Tabelle IV zeigt, habe ich bei 9 Kaninchen mit experi- 
menteller Naphthalinkatarakt den Vitamin-C-Gehalt der Linse 
untersucht und habe dabei interessanterweise festgestellt, dass der 
C-Vitamingehalt in der kataraktésen Linse 0.0 bis 5.2mg%, im 
Durchschnitt 1.3 mg% oder 1/10 des normalen Wertes betragt. 


TABELLE IV. 
C-Vitamingehalt der kataraktosen Linse. 


Korpergewicht C-Vstamingehalt 
Kan.-Nr. 
Beginn Ende Links Rechts 

1 1500 1190 1.8 2.0 
2 2500 1860 0.5 0.6 
3 1590 1330 22 2.3 
4 1850 1710 2.6 2.6 
5 1550 1060 0.0 0.0 
6 1420 1380 0.0 0.0 
ii 1650 1350 0.0 9.0 
8 1830 1630 4.5 De 
9 1900 1750 0.0 0.0 

Durechschnitt: ies} 1.4 


Der C-Vitamingehalt im Kammerwasser des kataraktosen 
Auges betragt 11% des normalen Wertes (s. Tabelle I). 


TABELLE V. 
C-Vitamingehalt der Naphthalinlinse ohne Triibung. 


K6rpergewicht ¢-Vitamin- 
Kan-Nr (g) Behandlungs- | qo. 0n] es 
Sa dauer (Tage) Aes S 
Beginn Ende Links Rechts 

il 1870 1820 i 6 21.1 21.8 . 
2 1450 1450 2 ) Nee 15.0 
3 a= 1700 3 6) 1325 — 

4 1500 1340 4 3 19.2 — 

5 1700 1480 5 2) 20.4 20.2 
6 1960 1600 6 6 20.7 20.2 
th 2030 1510 8 g 15.4 15.3 
8 — 1650 18 2 9.3 9.7 
9 2340 1690 22 g 10.0 8.7 
Durchsehnitt: 16.4 al ey/ 
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Solange die Naphthalinkaninchenlinse noch nicht getriibt ist, 
nimmt niemals der C-Vitamingehalt in der Linse ab, dagegen kann 
man beobachten, dass derselbe im Kammerwasser stark herabgesetzt 
ist (s. Tabelle I und V). 


Schlussbemerkungen. 


Unabhangig vom Auftreten der Linsentriibung bei allen Naph- 
thalinkaninchen konnte ich keine deutliche Verminderung des 
Askorbinsaure-gehaltes in den verschiedenen Geweben finden. 
Dagegen ist die starke Herabsetzung des Vitamin-C-Gehaltes in der 
Linse und im Kammerwasser von kataraktésen Kaninchen in 
meinen Versuchen festgestellt; diesen Befund haben bereits viele 
Autoren mitgeteilt. Im Hinblick auf die physiologische Wirkung 
der Askorbinsaure scheint es wahr zu sein, dass ihr Verschwinden 
aus der Augenlinse die Atiologie der Katarakt ist. Neuerdings 
berichtete Nakashima (1934), dass sich die reduzierte Form der 
Glutation sogar in der nicht kataraktosen und klaren Linse des 
Naphthalinkaninchens bis auf die Halfte vermindert. Wenn die 
Vitamin-C-Abnahme der Augenlinse die Ursache der Katarakt 
ware, dann miissten wir die Askorbinséureabnahme nur infolge 
von Naphthalinverfiitterung finden, obgleich noch keine Lin- 
sentriibung auftritt. Jedoch meine Untersuchungen haben das 
sichere Ergebnis geliefert, dass nach Naphthalinverfiitterung keine 
Vitamin-C-Abnahme einsetzt, solange keine Linsentriibung besteht. 
Dieses Resultat stimmt auch mit denen von Miiller & Buschke 
(1934) und Euler & Malmberg (1934) iiberein. Deshalb scheint 
mir die O-Vitamin-Verminderung eine Folgeerscheinung der 
Linsentriibung zu sein, und ich glaube deshalb nicht, dass die 
Linsentriibung nur infolge von Vitamin-C-Abuahme entsteht. 


Ill. Karrren. 
User pit PERMEABILITAT DER KATARAKTOSEN LINSE. 


Viele Forscher halten die Veranderung der Permeabilitat der 
Linsenkapsel fiir ein wichtiges atiologisches Moment der Linsen- 
katarakt. Wie Tsuji (1932) sicher nachgewiesen hat, ist das 
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6-Krystallin bei Linsentriibung stark vermindert. Diese Tatsache 
allein macht es sehr wahrscheinlich, dass eine starke Permeabilitats- 
stérung der Kapsel vorhanden ist. Aber dariiber gibt es noch keine 
systematische Forschung und die Meinungen vieler Forscher gehen 
dariiber noch auseinander. Einige behaupten die Steigerung, 
andere die Herabsetzung der Durchlissigkeit bei der Katarakt. 
Bei meinem Versuch zur Klairung dieser Frage kam ich zu den 
foleenden Ergebnissen. 


Versuch. 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen. Die Naphthalinkatarakt 
wurde nach der Adamschen und die Massagekatarakt nach der 
Hesschen Methode hervorgerufen. Das Kaninchen wurde durch 
intravendse Luftinjektion getdtet. Die frisch entnommene Linse 
wurde mit destilliertem Wasser vorsichtig gewaschen, mit Filtrier- 
papier abgetupft, gewogen und dann in ein Reagenzeglas gelegt. 
Nach 38 Stunden langem Stehenlassen im Thermostat bei 25°C 
wurde die Linse entnommen. Als Versuchslosungen wurden 1.02% 
NaCl, 1.78% CaCle, 6.4%ige Glukose, 1.3% KCl und 0.6%ige 
Salzsaure gebraucht. Die Konzentration der Lésungen wurde so 
ausgewahlt, dass sie mit der Korperfliissigkeit isotonisch wurde. 
Das Gewicht der von der 1 Gramm schweren Linse aufgenommenen 
Substanz in mg zeigt die Linsenpermeabilitat an. Mit 3 eem Wasser 
wurde sehr vorsichtig die entnommene Augenlinse und auch das 
Reagenzglas, in dem die Linse gelegen hatte, gewaschen; dieses 
Waschwasser wurde mir der Versuchsfliissigkeit vereinigt und die 
ganze Losung analysiert. In den folgenden Tabellen sind die 
Mengen der untersuchten Substanzen aufgenommen, die pro 
Gramm Linse umgerechnet sind. 


Resultate. 


Glukose: In die 1g schwere, normale Linse drang 26.77 mg 
Traubenzucker ein. Die Menge, welche die Naphthalinkatarakt- 
linse durchlasst, betragt 12.78 mg; sie sinkt also auf 47.6% des 
normalen Wertes. Die Permeabilitét der Massagekataraktlinse 
betragt 17.45, vermindert sich also auf 64.7% des Normalwertes. 
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Wie aus Tabelle I ersichtlich, ist die Durchlassigkeit der Glukose 
bei der Naphthalin- sowie der Massagekatarakt stark herabgesetzt. 
Aber solange die Linse noch nicht getriibt ist, kinnen wir keine 
deutliche Verschiebung und keine regelmiassige tigliche Verinde- 
rung der Linsenpermeabilitat an den mit Naphthalin gefiitterten 
Kaninchen beobachten. 


TABELLE I, 
Permeabilitat der Glukose in die Linse. 


Naphthalinlinse 
Normale [Naphthalin-| Massage- ohne Tribung 
Versuchs- Linse katarakt- katarakt- ; 
ee res) aco 
inse) Tagen. 
ay 23.27 12.13 16.351 26.63 3 
2 22.76 13.03 17.499 24,37 3 
3 26.37 14.65 19.157 22.58 3 
4 27.87 12.66 12.236 22.33 3) 
5 26.37 13.27 20.441 25.09 3 
6 26.13 1315 15.309 25.14 3 
7 29.57 15.55 18.554 21.61 if 
8 28.38 10.33 17.656 20.98 7 
9 28.32 11.00 19.344 24,82 9 
10 28.84 ae = 27.47 afi 
tal! 25.41 = — 25.33 11 
12 28.61 = == = — 
eens 26.77 12.78 17.45 24.91 = 


CaCly (als Calcium berechnet): Die normale Permeabilitat 
betragt 1.756, bei Naphthalinkatarakt ist dieselbe 1.18 (67.1% der 
normalen) und bei Massagekatarakt 1.117 (63.6% der gesunden). 
Ich konnte keine Verainderunge in der Naphthalinlinse ohne 
Triibung finden (s. Tabelle II). 

NaCl (als Natrium berechnet): Bei dem Chlornatriumver- 
suche betrigt die Durchlassigkeit der normalen Linse 2.545, 
wahrend die der Naphthalinkataraktlinse 0.814 (31.94% der 
normalen Permeabilitét) und die der Massagekataraktlinse 0.722 
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TABELLE II. 


Permeabilitat des Calciums. 


Naphthalinlinse 
Normale |Naphthalin-| Massage- ohne Triibung 
Versuchs- Linse katarakt- ea aa 
Nr. (mg pro linse (mg linse GQng f aphtha- 
g Tene) pro g Linse | pro g Linse) eo oa lingabe 
= Ta A Dee, 
if 1.807 1.543 1.116 1.679 if 
2 1.847 1.519 0.994 1.668 2 
3 1.746 1.301 1.170 1.859 2 
4 1.810 1.190 0.988 1.821 6 
5 1.806 1.223 1.421 1.914 6 
6 1.640 0.671 1.102 1.764 7 
7 1.685 0.614 1.009 1.641 i 
8 1.676 1.354 1.189 1.801 if 
9 1.635 1.354 1.182 hor a 
10 1.675 = = = a 
ait 1.665 == == = =e 
12 1.769 => = = = 
13 2.116 = = = ma 
ee 1.756 1.18 1.117 1.772 = 
TABELLE IIT. 
Permeabilitat des Natriums. 
; Naphthalinlinse 
Normale |Naphthalin-| Massage- ohne Tribung 
Versuchs- Linse katarakt- katarakt- 
Nr. (mg pro linse (mg linse (mg (Gi aR Naphtha- 
g Linse) | pro g Linse] pro g Linse) 2 ieee lingabe 
Toll on 
if 2.686 0.5943 0.626 2.441 i 
2 2.575 0.4856 0.494 2.334 1 
3 1.976 1.1390 0.707 2.591 6 
4 2.034 1.1520 0.821 2.497 6 
5 2.676 1.3040 1.369 2,299 7 
6 2.666 1.4280 0.575 2.128 7 
Uf 2.033 0.4890 0.560 2.260 9 
8 2.734. 0.9750 — 2.096 12 
9 2.790 0.3364 — 2.096 12 
10 2.503 0.3057 = 2.126 22 
alal 2.856 <= — 2.092 22 
“ie 2.477 = = == — 
13 2.930 — — = = 
14 2.822 c= — = = 
Sie 2.545 0.8140 0.722 2.078 — 
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(28.3% der gesunden) ausmacht. Bei der klaren Naphthalinlinse 
konnen wir keine deutliche Verinderung der Linsenpermeabilitat 
finden (s. Tabelle III). 

KCL (als Chlor berechnet): Die Permeabilitit der getriibten 
Augenlinse bei der Massagekatarakt betragt 0.964, das bedeutet 
eine Senkung auf 58% der normalen Linse (s. Tabelle IV). 


TABELLE IV. 
Permeabilitat des Chlorkaliums. 


se : Massagekataraktlinse 
Kan.-Nr. Gesunde Linse (mg Cl) Gag Cilor) 
| 1.457 0.747 
2 2.079 1.006 
3 1.887 1.142 
4 1.305 1.051 
3) 1.653 0.873 
Durchschnitt 1.667 0.964 


Salzsiure (als H-Ion berechnet): Der normale Wert zeigt 
0.114, aber der der Massagekataraktlinse 0.123. Nur bei dem 
Salzséureversuch konnte ich im Gegensatz zu den iibrigen beschrie- 
benen Substanzen die Permeabilitétszunahme der getriibten Linse 
finden. 


TABELLE V. 
Permeabilitat der Salzsaure. 


. M katarakt- 

Versuchs-Ny, Gesunde Linse (mg H) ea Hee 

1 0.1118 0.1068 

2 0.1130 0.1213 

3 0.1360 0.1235 

4 0.1118 0.1328 

5 0.1015 0.1171 

6 0.1321 0.1440 

7 0.1024. 0.1138 
Durchschnitt 0.114 0.123 
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Schluss. 


Nach meinen experimentellen Resultaten drangen das Calcium- 
und das Natriumchlorid weniger in die getriibte Linse bei Naph- 
thalin- und Massagekatarakt als in die normale Linse ein. Daher 
konnte ich bei meinen Permeabilitétsversuchen nicht, wie viele 
Autoren, (fiir Calcium Burge (1909), Adams (1929), Upde- 
graff(1932), Mackay(1932), Grabar(1933), Salit(1933) und 
Evans & Kern (1931); fiir Natrium Burge (1909), Burdon- 
Cooper (1928), Evans & Kern (1931) und Mackay (1931) eine 
Zunahme dieser Salze in der kataraktésen Linse nachweisen. 
Beziiglich des Kaliumgehaltes der getriibten Linse stimmt die 
Verminderung der Kaliummenge, die in die Massagekataraktlinse 
eindringt, mit den Ergebnissen der quantitativen Kaliumbestim- 
mung von Ashikaga (1925), Burdon-Cooper (1928), Adams 
(1929), Evans & Kern (1931) und Makay (1932) tiberein. Die 
Durchlassigkeit der Glukose in die Augenlinse hat Friedenwald 
(1930) studiert und die Altersabnahme derselben gefunden. Nach 
meinen Versuchen vermindert sich die Durchlassigkeit der Glukose 
bei Naphthalin- und Massagekatarakten. 

Von der Verminderung der Linsenpermeabilitaét kann ich auf 
verminderte Einfiihrung der wichtigen Stoffe und ungeniigenden 
Ersatz der geschwundenen Substanz schliessen. Dadurch ist es 
leicht denkbar, dass sich die wichtigen Linsenbestandteile bei 
Katarakten vermindern. Deutschmann (1897) hat schon friih, 
die spater von Labbé & Lavagna(1925) und von Cahane(1932) 
bestatigte Tatsache gefunden, dass bei Katarakten sich die festen 
Bestandteile der Augenlinse vermindern. 

In der kataraktésen Linse sind das wasserlésliche Eiweiss nach 
Moerner (1894), das Gesamtkristallm nach Hektoen & 
Schulhof (1923), das 6-Krystallin nach Jess (1913) und Tsuji 
(1932) und das Salz nach Burge (1909), Evans & Kern (1931) 
und Mackay (1932) herabgesetzt. Ich habe bei meinem Versuch 
festgestellt, dass die Salze im allgemeinen weniger in die getriibte 
Linse als in die klare dringen; weil das Krystallin ein globulinar- 
tiges Hiweiss ist, hat es eine besondere Fahigkeit, sich mit anorgani- 
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schen Salzen zu verbinden und zugleich das Wasser zu erhalten. 
Daher ist das Wesen der Salzgehaltverminderung und der 
Permeabilitatsabnahme im Schwinden des wasserléslichen Linsenei- 
Weisses zu suchen. 

Pu der normalen Linse ist nach Labbé & Lavagna (1926) 
7.5-7.6. nach Scalinei (1927) 7.38, nach Buglia (1927) 7.64 an 
der Rinde und 7.14 im Kern, nach O’Brien & Salit (1931) 7.4 
und zuletzt nach Salit (1933) 7.45. Beim Altersstar ist Pu der 
getrubten Linsen nach Labbé & Lavagna (1926) 6.6 und nach 
Sauermann (1934) 6.2. Nach meinem Versuche kann man die 
Permeabilitatatszunahme der Salzsiure in die getriibte Linse 
finden. Vielleicht besteht diese Zunahme infolge von Vermehrung 
des a-Krystallingehaltes in der getriibten Linse. Von verschiedenen 
Gesichtspunkten aus kann man vermuten, dass das Sauerwerden 
der Reaktion in der Augenlinse die Entstehung der Linsentriibung 
erleichtert. Neuerdings nach Tsuji (1932) ist der isoelektrische 
Punkt des a-Kristallins mehr alkalisch als bei der normalen Linse 
und halt sich infolge des Hinflusses von K, Na und /-Krystallin 
mehr nach der sauren Seite. Wenn sich Kalium und /-Krystallin 
in der Linse stark vermindern, so gentigt nur das leichte Sauer- 
werden des Mediums, um das a-Krystallin zu fallen. Dadurch 
kann man leicht verstehen, dass die Zunahme der Wasserstoffionen 
in der Linse von grosser Bedeutung ist. 

Nach meinen experimentellen Ergebnissen ist klargestellt, dass 
die kataraktése Linse eine verkleinerte Bindungsfahigkeit mit 
Salzen, dagegen eine vergrosserte mit Siure hat. Bei der Katarakt 
ist das Linseneiweiss in einem sehr leicht fallbaren Zustande. 
Wahrscheinlich haben solche Veranderungen der Augenlinse eine 
innige Beziehung zur g-Krystallinzunahme und /-Krystallinab- 
nahme. Der physikalisch-chemische Zustand der kataraktosen 
Linse, in welchem das a-Krystallin sehr leicht ausfallen kann, wird 


durch meine experimentellen Ergebnisse durchaus gestiitzt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Ich habe Kaninchen Naphthalinverbindungen (Naphthahn, 
6-Naphthylamin, o-Bromnaphthalin, Naphthole und Jodbenzol) 
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verabreicht und die Schwefelverbindungen und die Glukuron- 
séure des Harns untersucht. 


Ergebnisse: — 

Nach Verabfoleung der einzelnen Naphthalinverbindung 
vermehrt sich die Atherschwefelsiure um das mehrfache des 
normalen Gehaltes, doch gibt es keine deutlichen Unterschiede beim 
Naphthalin- und Naphthalinderivat-Versuche. 

Beim Naphthalin-, Jodbenzol- und Naphtholversuch vermin- 
dert sich die anorganische Schwefelséiure, wahrend beim /-Naph- 
thylamin und a-Bromnaphthalinversuch keine auffallende Abnahme 
gefunden wurde. 

Nach Naphthalinverabreichung ist die Zunahme des Neutral- 
schwefels am grossten. Beim Naphthalinderivatversuch wurde 
keine so deutliche Zunahme desselben gefunden. 

Obgleich beim Naphthalinderivatversuche die Glukuronsdure 
des Harns deutlich zunimmt, konnte ich beim Naphthalinversuch 
keine deutliche Zunahme finden. 

Bei Kombination der Insulin- oder Adrenalininjektion mit 
Naphthalinverftitterung konnte ich keinen bemerkenswerten Be- 
fund erheben. 

2. Dem Kaninchen wurde Naphthalin verabreicht und die 
Veranderung an Askorbinsauregehalt in verschiedenen Organen 
verfolet. Es wurde dabei gefunden, dass viele Organe keine be- 
merkbare Veranderung gezeigt haben. Auch die Linse selbst zeigte 
keine Abnahme, solange keine Triibung auftrat. Nur wenn 
Katarakt bestand, wurde starke Verminderung beobachtet. 

3. Die Bindungsfahigkeit der kataraktésen Linse fiir NaCl, 
KCl, CaCl. und Glukose ist stirker herabgesetzt als die der 
normalen Linse, dagegen fiir HCl mehr gesteigert. Die Erklirung 
ftir diese Erscheinung ist gegeben. 


Es sei mir an dieser Stelle gestattet, meinem hochverehrten 
Lehrer, Herrn Prof. Dr. Kodama fiir Anregung und freundliche 
Leitung, sowie auch fiir die Durchsicht des Manuskriptes meinen 
allerherzlichsten Dank auszusprechen. 
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In the previous paper (1936), I investigated the properties of 
canalin in comparison with those of o-hydroxylamino acetic acid, 
NH2°0:'CH2COOH, and recognized the coincidence of the pro- 
perties considered due to the presence of o-hydroxylamino group, 
NH2:O, at both substances. I therefore came to the same conclu- 
sion as formerly assumed (1933) that canalin should have the 
formula NH»2:O-CH2:CH2'CH (NH2) ‘COOH. 

The present report 1s made of an experiment for the purpose 
of proving this conclusion. I tried to synthesize g-amino y-o- 
hydroxylamino butyric acid from a-benzoylamino y-iodo butyric 
acid ethyl ester by the method, which I have used in preparing 
o-hydroxylamino acetic acid as reported in the previous study 
(1936) and a-o-hydroxylamino propionic acid in this study. I 
proved the synthesized compound to be identical with canalin 
produced from canavanin by the liver ferment, canavanase. 
Canalin, therefore, was ascertained to be a-amino y-o-hydroxyl- 
amino butyric acid, NH»2-O-CHsCH»-CH(NH2)-COOH, as was 
formerly assumed, and accordingly canavanin, which has been 
synthesized from a-benzoyl canalin by the guanidation in the 
previous study (1936), was also confirmed to have the formula 
NH2:C (NH):-NH:0:CH2-CH2-CH (NH2) ‘COOH. 

The process of the synthesis is shown by the following 
equations : 

(1) HO-CH.:CH2CH(NH2):‘COOH+C>sH;COCl 
= HO:CH»CH2'CH (NHCOC,H;) -COOH+ HCl 


107 


108 . M. Kitagawa: 


(2) HO-CH2CHe-CH(NH:COC¢H;)- COOH 
Gia omege 
| 
—(0Q— 
| | 
O 
= I-CH»-CHe-CH (NHCOCg.H;) -‘COOC2H5+ H20 
(4) I-CHs-CH,CH(NHCOC,.H;)-COOC2H; + Ce6H;CO-NH-OK 
= Ce6H;CONH-0-CH2:CH2-CH (NHCOC.H;) -COOC2H;+ KI 
=NH2:0:CH2:CH2:CH (NH2) COOH+ 2C,>H;COOH + C2H;0H 


EXPERIMENTAL. 


I. Synthesis of a-benzoylamino y-iodo butyric acid ethyl ester, 


Canalin was proved to be easily converted into a-amino y-oxy 
butyric acid on hydrogenation by means of platinum black, as was 
formerly reported (1933), and the latter was laevo rotatory in the 
aqueous solution. 


[ap —1.24x 100 — 890° 
7.565 x 2 

On the other hand, Gulland and Morris (1935) obtained inactive 
a-amino y-brom butyric acid, directly from canavanin heated with 
conc. hydrobromic acid at 160° in a sealed tube, and ascertained 
indirectly the formation of g-amino y-oxy butyric acid from 
canalin. From these results, g-amino y-oxy butyric acid was con- 
sidered to be the determined substance in the decomposition pro- 
ducts of canavanin. I, therefore, used this acid as the starting 
material for the synthesis of canalin, the split product of canavanin 
by the ferment. 

For this purpose, a-amino y-oxy butyric acid was benzoylated 
with benzoyl chloride and caustic soda in the half normal alkaline 
solution, and the reaction mixture was acidified with hydrochlorie 
acid, then the benzoyl product with benzoic acid was precipitated, 
and benzoic acid was removed by extraction with ether. The re- 
sultant benzoyl product was acid against to congored, melted at 
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140-144°, and was known to be a-benzoylamino y-oxy butyric acid 
from the previous studies (1933). 

This product was dissolved in 1% hydrochloric acid solution, and 
on warming it at 70° for thirty minutes, it was easily converted into 
a-benzoyl amino y-butyrolactone, CH»-CH»s-CH(NHCOCgH;) CO, 

| O | 
which was crystallised out in needles on condensing the solution. 
It melted at 139°, was slightly soluble in water, more soluble in 
alcohol, neutral to litmus, and was laevo rotatory in the alcoholic 
solution. 


e 
eee 0.75 x 100 _ _97.99° 
1.340 x 2 
The a-benzoylamino y-butyrolactone thus obtained was 
suspended in a small quantity of absolute ethyl alcohol, and gaseous 


hydrogen iodide dried by calcium iodide was saturated into the 


solution under cooling, so lactone was easily iodized. The reaction 
mixture was evaporated into syrup im vacuo, and on adding water 
to it, the iodized product was erystallised out in needles, which 
product was recrystallised from the alcohole solution by dilution 
with water. 

It was soluble in alcohol, not in cold water, slightly soluble in 
hot water, neutral to litmus, melted at 119-120°, and its combined 
iodine was easily precipitated with silver nitrate. 

Substance was dried at 80° in vacuo. 

subst. 3441mg AglI 22.50mg [=35.35% 

subst. 6.224mg Noe 0.220 cc.(759.8mm 21.8°) N=4.03% 

eale. for CigHigO3NI I[=35.15% N=3.88% 

From these results, it was considered to be a-benzoylamino 
y-iodo butyric acid ethyl ester, I-CH:-CHy:-CH(NHCOC¢Hs)- 
COOC2H;. 

Ii. Synthesis of a-amino y-o-hydroxylamino butyric acid, 

NH2:0:CH2 CH: CH (NH2) ‘COOH. 


In the previous studies (1936), it was shown that o-hydroxyl- 
amino fatty acid could be prepared by the condensation of benz- 
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hydroxamic acid with brom fatty acid in the presence of alcoholic 
potash. 

Now this method was applied to prepare a-amino y-o-hydroxyl- 
amino butyric acid. Benzhydroxamie acid (1.5 mol), which was 
prepared from hydroxylamine and benzoylchloride, was dissolved 
in alcohol with alcoholic potash (1.5 mol), and after adding cone. 
alcoholic solution of a-benzoylamino y-iodo butyric ester, the mix- 
ture was shaken for six hours at 40°. After that the reaction mix- 
ture was cooled, potassium benzhydroxamate separated was filtered, 
the filtrate was evaporated into dryness in vacuo, and the residue 
was extracted with absolute alcohol. The alcoholic extract was 
again evaporated into syrup in vacuo, and on adding water to it, 
the condensation product was separated as a viscous mass. This 
product was again dissolved in alcohol, precipitated with water, 
and this treatment was repeated until no more benzhydroxamic 
acid was detected by ferric chloride test in the filtrate. This sub- 
stance did not become solid, neutral to litmus, soluble in alcohol, 
and searcely so in water. It was considered to be a-benzoylamino 
y-benzoyl hydroxylamino butyric acid ethyl ester, C.H;CO-NH:O- 
CH2CH2CH (NHCOC,.H;) ‘COOC2H;. 

This product was hydrolysed in boiling 10% hydrochloric acid 
solution for three hours, and, after cooling the solution, separated 
benzoic acid was filtered. The filtrate was evaporated into dryness 
im vacuo, the residue was dissolved in water, and the calculated 
amount of picric acid was added to the solution, so the picrate of 
the product was crystallised out in needles, which picrate was re- 
crystallised from hot water. The picrate thus obtained melted at 
193-194° under decomposition, and it was identified with canalin 
picrate (m.p. 193-194°). 

Free substance was obtained from the picrate by the usual 
method. It melted at 214° under decomposition (canalin m.p. 
214°), its aqueous solution was neutral to litmus, gave ninhydrin 
reaction and Jaffe’s reaction characteristic to canalin, did not 
reduce Fehling’s solution, its aqueous solution was laevo rotatory, 
and indicated the general characters of canalin. 

Substance was dried at 100° in vacuo. 


Studies on a Diaminoacid, Canavanin.—V. it 


—0.19 x 100 : ; 
alp= = —- 6.05" DOL Ser aatshrod 
[a]p Face ([a]é of canalin = — 8.31°) 


subst. 3.972 mg N2 0.718 ee. (760.9 mm 23.0°) N=20.45% 

eale. for C4xHi903Ne2 (canalin) N=20.89% 

From the above properties, this synthesized a-amino y-o- 
hydroxylamino butyric acid was identified with canalin obtained 
from canavanin. 

If the temperature during the condensation became higher than 
40°, sometimes synthesized canalin was contaminated with a trace 
of some substance, which reduced Fehling’s solution. In such a 
case the synthesized canalin was purified as follows. Canalin thus 
obtained was first converted into copper salt by copper carbonate, 
and added with a excess of acetaldehyde, so the characteristic 
insoluble copper salt of ethyliden canalin was produced as was 
described on the previous paper (1935). This copper salt re- 
erystallised from hot water was then decomposed with hydrogen 
sulphide, and hydrolysed in boiling 3% sulphuric acid solution for 
several hours, and thus pure canalin was obtained from it by the 
usual method. 


III. Synthesis of a-o-hydroxylamino propionic acid, 


To benzhydroxamic acid (1mol) dissolved in alcohol with 
alcoholic potash (2 mol) was added alcoholic solution of a-brom 
propionie acid ethyl ester (1 mol), and the mixture was allowed 
to stand for one day at room temperature. After that separated 
potasium bromide was filtered off, the filtrate was evaporated into 
dryness in vacuo, the residue was extracted with 80% alcohol, and 
the aleoholic extract was slightly acidified with sulphuric acid. 
Precipitated potasium sulphate was filtered off, the filtrate was 
again evaporated into syrup in vacuo, and on adding ether to it, 
it was crystallised. The crystalline product thus obtained was very 
hygroscopic, acid against to congored, and did not give Jaffe’s 
reaction. It was considered to be benzoyl hydroxylamino propionic 
acid, CsH;CO-NH:O0-CH(CH3;) COOH. 
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This benzoyl product was heated with 5% hydrochloric acid 
solution at 100° for fifty minutes, and after cooling, the separated 
benzoic acid was filtered off, the filtrate was evaporated into dryness 
in vacuo. The residue was extracted with absolute alcohol, the 
alcoholic extract was condensed into syrup, and on adding ether to 
it, it was crystallised out in needles. This crystalline product was 
easily soluble in water and alcohol, not in ether, melted at 168° 
under decomposition, acid to congored, did not reduce Fehling’s 
solution, and gave distinct Jaffe’s reaction as in the cases of 
canalin and o-hydroxylamino acetic acid. 


substance 25.107mg AgCl 25.094mg Cl=24.62% 
eale. for CsHsO03NCl Cl=25.05% 


From these properties, this substance was proved to be identi- 
eal with a-o-hydroxylamino propionic acid hydorchloride, HCl-NH2: 
O:-CH(CH3):COOH, which was formerly obtained from benzenyl 
amidoxime and a-brom propionic acid by Werner and Sonnen- 
feld (1894) and melted at 168°. 
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Investigations published of late by Butenandt and his school 
give evidence of a highly specific action of the corpus luteum 
sterone (luteosterone), whereas the specific action of the follicular 
hormone is found to be very sight (Dodds-Cook, Cook-Hewett- 
Lawson). 

Thus we observe in one and the same group of female sterones, 
two substances essentially different as to their reciprocal connec- 
tions in the chemical structure and the physiological effect, whereby 
the cause of this phenomenon is yet unexplained. 

In the present communication we make the attempt to syste- 
matize the known data on the female and male sexual hormones 
and to follow up the dependence of the physiological effect upon 
the chemical structure of the sterone. 


Luteosterone group. 


The hormone of the yellow body (luteosterone) represents an 
unsaturated diketon corresponding, as regards its formula, to 
At-pregnendion. Without exageration it can be said that full 
display of the specific biological action of this hormone can be 
obtained when the complete chemical groupment corresponding to 
the formula A*-pregnendion is present. 

All the numerous derivatives and isomers of luteosterone are 
perfectly inactive. 

The experimental data obtained by Butenandt, his school a.o. 
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showing the high specific action of luteosterone, admit the following 
argumentation: the situation and presence of a double bond, in 
eeneral, is to be considered as the most important factor in the 
specificity of A‘-pregnendion: a characteristic feature is its situa- 
tion between Cy, and Cs, which excludes the cis trans isomerism of 
rings A and B of the sterone structure and equally its /, a-situation 
relatively to the CO-group situated at Cs. 

The above mentioned can be demonstrated as follows: the 
shifting of the double bond leads simultaneously to trans-isomerism 
of rings A/B and to loss of activity. The isomer A1-allo-pregnen- 
dion (3.20) is inactive. So is the A®:°-pregnen-dion (3.20) distin- 
euished by the f, y-situation of the double bond with regard to the 
CO-group at C3. 

Saturation of the double bond leads to the stereoisomerism 
of rings A and B, whereby the obtained pregnandion and allo- 
pregnan-dion are physiologically inert, the effect of the hormone 
being lost. 

The part performed by the CO-group at Cs is also a very 
essential one, as all the other groupments of the sterone structure 
being kept intact, the substitution of the keto-group by a secondary 
alcohol one results in the loss of the physiological effeet. Thus, for 
inst., the oxyketon | A°-pregnen-ol (3)-on (20) | is inactive. 

The part of the CO-group at Cso is similar to the above 
described. Its constitution by an OH-group leads to the loss of the 
physiological effect of sterone A*-pregnen-ol (20)-on (3), which was 
isolated by Butenandt, up to 1 me doses proved to be inactive. 

All these correlations are shown in structural formulae of the 
above combinations in fig. 1. 

Thus it is not some single chemical group in its molecule which 
is to be considered as responsible for the physiological action of the 
hormone, but the whole chemical structure typical for a A*-pregnen- 
dion (3.20). The question, which part of this structure should be 
considered as the most specific, the most typical, most characteristic 
and different from the other derivatives of luteosterone, can now 
be easily answered by means of a detailed chemical analysis of the 
combination. The whole, so to say originality of structure of luteo- 
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Scheme 1. 
A*-allo-pregnen dion (3.20) A*-pregnen-dion (3.20) 
HsC 


%'pregnen-ol(20)-on(3) 


LsC Ol 


Pregnan-di-on (3.20) Allo-pregnan-di-on (3.20) 


6) TI3C 9) 
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sterone, consists in the fact that the situation of the double bond 
in the ring structure at Cy—C; excludes the isomerism of rings 
A and B, while the least shifting of the double bond from this 
situation, or its saturation immediately leads to the cis-trans 
isomerism of rings A and B. Evidently the cause for the high 
specific action of the yellow body hormone is to be sought just in 
the isomerism of rings A and B. 
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FPolliculosterone-group. 


The particular physiological action of the follicular hormone, 
known as oestrum in animals, is due to substances which have a 
structure very near to the unsaturated ring structure. Cyclopen- 
teno-phenanthrene, neoergosterol and its derivatives, sterol products 
of irradiation by u. v. rays, vitaminogenic gums, caleiferol and, 
finally, cancerogenic gums of phenanthrene and anthracene rows— 
all these are substances which in large doses show the same effect 
in animals. They have all one and the same in common namely: 
unsaturated state or aromatization of the ring structure of the 
reduced phenanthrene withdrawn from the ringsthrene. As soon 
as we pass to the saturated types of just the same compounds the 
effect inherent to folliculosterone will be lost. The same result 
shows perhydrated, saturated follicular hormone. Considering the 
above described facts it is evident that the prevailing significance 
for the appearance of the specific biological effect is to be ascribed 
to the unsaturated state of the sterone molecule. Hlimination of the 
OH- and CO-groups from the sterone molecule leads to complete 
loss of the biological effect. But then substitution of these groups 
should be a great power in the hands of the chemist as it admits 
the regulation of the action of the compound. 

Substitution of the secondary alcohol group at C3 with forma- 
tion of esters is not the way to loss of activity with folliculo- 
sterone—as supposed by Doisy-Ralls-Jordan—but means an 
essential modification in this action which is rather of quantative 
and, by no means, of qualitative character. The effect of esters 
consists in a continuous, protracted action on the organism. The 
introduction of a single dose of the hormone ester results in the 
formation of a sort of depository of the hormone, which, however, 
is active and that for a prolonged time (10 to 16 days running). 
Such an action of the follicular sterone esters is easily explained 
by slow saponification of the ester in the organism. 

Of equal importance is the discovery of Schwenck and 
Hildebrandt that substitution and reduction of the keto-group 
at Cx instead of destroying, on the contrary, sharply increases the 
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physiological effect of folliculosterone. The obtained dihydro- 
folliculosterone excells pure hormone in power by many times. 

In summarizing all the above described, it may be admitted 
that, generally the action of the follicular hormone is relatively 
non specific. The dependence of its biological effect on the struc- 
ture is very lmited: the molecule of the sterone can largely be 
modified without injury to its phyisological properties. The loss 
of the biological effect is entirely due to saturation of its molecule, 
while the creation within it of more active groupments leads to 
the appearance of even more active derivatives. 


Androsterone group. 


The testicular hormone represents a saturated oxyketon which 
as to its structure corresponds to 3.oxy-epi-etio-allo-cholanone (17). 

The physiological action of androsterone is more specific than 
that of follicular hormone, whereby the specificity depends on its 
stereoisomerism closely approaching isomerism of the derivatives of 
luteosterone. It must be considered as exceedingly characteristic, 
that all the same, as in the case with follicular hormone esterifica- 
tion of the OH-group and reduction of the keto-group also brings 
about the effect of increased physiological activity of the prepara- 
tion. The greater part of derivatives of androsterone are physio- 
logically active compounds, the degree of activity only varying, 
being evidently dependent on the isomerism of these substances. 

For better elucidation of the various existing correlations, on 
Table II are represented the structural formulae of all the com-— 
pounds of the testicular hormone group, published up to this last 
time; the compounds are arranged according to the degree of their 
biological effect. 

The analysis of the data of ‘‘schema 2’’ leads to the conclu- 
sion, that the specific physiological effect of these compounds has 
for basis the stereo-isomerism of rings A and B complicated by 
epimerism. From this view-point it is quite clear why testosterone, 
A*t-androsten-ol (17)-on (3), shows maximal the effect, as com- 
pared with the rest of compounds of the same group: here, as well 
as in At-pregnendion the situation of the double bond between Cy, 
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and C; excludes the cis-trans isomerism of rings A and b, whereas 
the saturation of the latter leads to a series of stereo-isomeric 
androstans. 

The importance of the OH-group at Ciz as a more active one, 
as compared to the keto-group, follows from the fact, that 
A*-androsten-dion (3.17) proves to be yet less active, equalling by 
its power androsterone. Perfectly remarkable is, the complete 
analogy with the relations in the yellow body hormone: the shifting 
of the double bond from the a, f-situation to the f, y-situation 
leads to inactivation of the sterone. We have stated the inactive- 
ness of A*-°-pregnen-dion, just the same can be said of A?-°-. 
androsten-dvol. 

Another factor which determines the activity of the compounds 
of the androsterone group is the epimerism which connect these 
compounds with the epi-derivatives of the saturated row of chole- 
sterol. Actual materials permit to state the following lawfulness: 
the reciprocal spatial disposition of the OH-group at Cs and the 
H-atom at the meeting point of A and B is of essential importance 
for the physiological activity of the isomers of androsterone. The 
highest activity possess the following spatial combinations of these 
Groups: 

The trans-situation of the OH-group at cis-isomerism of rings 
A and B. 

The cis-situation of the OH-group at trans-isomerism of rings 
A and B. 

As examples night be mentioned androstan-diol and andro- 
sterone. 

On the contrary if the spatial cis-trans isomeric configuration 
of the OH-groups and rings A/B in the molecule coincide with the 
compound, the disposition of the other substituents being quite 
analogous, becomes almost inactive. As example we cite: iso- 
androstan-diol and iso-androsterone. 

The equivalence as to the power of biological action of the row 
of compounds differing from one another by their substituents can 
thus be explained by the indicated factors. 


Dependence of the Biological Effect of Sexual Hormones, 119 


Scheme 2. 


1 HE=25-30 7 : A‘Androsten-o01(17)-on(3) : 
(Testosterone) 


OH 
1 HE=507 : (Androstan-diol : 


(Androstan-o1(17)-on(3) : 


OH” 


O 


1 HE=150-200 y : (Androsterone : 


OV 


Androsten-dion : 


1 HE=300-400 y : Androstan-dion : 


1 HE=400-600 y : A’-Dehydro-androsterone : 
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1 HWE=1me_g. : Iso-androstan-diol : 


Oll 


Tso-androsterone : 


Inactive : Andresten-diol : 


Aidrostanon : 


n.0, 


Now remains the question, which is at the same time a cardinal 
one in the problem under consideration: why is it that just these 
described faetors which determine the character of the chemical 
groupments and the strueture of the sexual hormones should be 
responsible for the physiological effect and vice versa? It is this 
question which now shall be dealt with. 


On the mechanism of the biological effect of sexual hormones 
(sterones) in connection with their constitution. 


First of all we must realize what should be the meaning of 
the mechanism of ‘‘physiologieal action’’ of sterones. This mecha- 
nism, in a general way, is built up of a series of subsequently 
following processes, which finaly provoke in the organism the deve- 
lopment of specific biochemical reactions which are responsible for 
that morphological or functional condition which is characteristic 
for just the substance which provoked it. It is in this sense that 
the sexual hormones (sterones) were termed as ‘‘chemical factors 


‘ 
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of specifically directed (organized) growth’? (Remesov) as the 
whole multiform display of the manifestation of their action might 
be unified in one single property: alteration of growth of certain 
organs, cells and tissues. 

But to make it possible for sterones to produce the ‘‘phys- 
iological effect,’’ that is, to develop in the organism the course of 


certain reactions, are necessary: firstly 
stratum, Le., of certain cells and tissues directed towards their 
action and evidently determining the primary and secondary sexual 
features of the organism ; secondly—presence of such characteristic 


the presence of a sub- 


groupments in the sterone molecule itself, as would in virtue of 
their biochemical function, both, secure the penetration of the 
whole molecule through the semi-permeable cell membrane and 
simultaneously fix the entire molecule to the substratum. These 
groups we shall design by ‘‘anchor groups.’’ It is quite evident, 
that even a perfectly active sterone molecule will not be able to 
produce its effect, if deprived of these groups (p. ex., desoxoluteo- 
sterone, which evidently, in consequence of above indicated condi- 
tions, is inactive). On the contrary, introduction of some more 
‘fanchor groups’’ into the sterone molecule, securing fixation and 
penetration into cells and tissues, sharply increases the activity of 
the hormone (p. ex.: dihydro-derivatives of the follicular and testi- 
cular hormones). 
However, the 
only in those cases, when their introduction is not hindering but, 
on the contrary, furthering the setting in of that reaction, which 
sterone provokes on the substratum. Otherwise they, of course 
inactivate the hormone, as shown in the instance with luteosterone. 
When the factors are present the reaction of the molecule sets 
in, in the above analyzed sense. The whole question of the specific 
action of sterone is mainly determined by that chemical scheme of 
transformation of sterone in the organism, which, according to the 
physical and chemical laws, should give the utmost energetical 
effect. For the present such schemes could be given, but only hypo- 
thetically, when we consider that in biology there is known a 
sufficient number of precedents which shows, that the organism 


‘anchor groups’’ produce their positive effect 
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sometimes seems to be rather extravagant and energetical processes 
are not at all subordinated to the sense of the laws of thermo- 
dyamics. Therefore the materials which will be cited below are 
only of suggestive and preliminary character. They are only meant 
coneretely to exemplify (to illustrate) the theory on specificity of 
action of sterones being dependent on the structure of the molecule. 

To explain the activity of sterone depending on a certain 
chemical structure, means to find out in each conerete case such a 
scheme of its splitting in the organism, as would determine the 
course of reaction only in this given structure and in no other one. 
That can be easily done with luteosterone which posseses the highest 
degree of specific activity. It is exactly established that only 
A*-pregnen-dion (3.20) is active, all the other possible combinations 
being entirely inactive. 

In the light of the above described postulates this specificity 
‘is to be explained as follows. 

The presence of two keto-groups, readily reduceable in the 


(a9 


organism and act at the same time as ‘‘anchor-groups’’ (though 
weaker ones as compared with OH-groups), and particularly of a 
specifically situated double bond at Cy—C;-make up those factors 
which determine the only definite scheme of reactions of trans- 
formation of A*-pregnen-dion. No other derivative is able to sub- 
stitute it in this scheme, because these two indicated factors bring 
it about, that as soon as luteotserone is formed within, or is intro- 
duced in ready form into the organism, the further transformation 
would immediately set in. We proposed some time ago the fol- 
lowing scheme for transformation of sterone. 


Scheme for synthesis of luteosterone in the organism. 


Cholane acid—koprosterol 


| 


Pregnan-diol Pregnan-ol-on (20) Presnan dion 


Pregnan-ol-on(3) (cis-row ) 


Pregnen-dion 
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Scheme for decomposition of luteosterone in the organism. 


A*-Pregnen-di-on (3.20) 


Allo-pregnan-dion Allo-pregnan-diol Allo-pregnan-ol-on (20) 
(trans-row ) 


It follows from the latter scheme that the redecomposition of 
A*-pregnen-di-on follows chiefly the way of formation of trans- 
saturated isomers which quite agree with its structure and the 
data of the experiment. 

The suggested way of reaction of A*-pregnen-di-on in the 
organism is characterized by the circumstance, that it is possible 
only in the case when the starting material possesses the exact 
chemical groupment which is peculiar to A*-pregnen-dion. Neither 
a single of the known isomers of luteosterone nor its derivatives are 
able to bring about a similar course of full and energetical reac- 
tion, for the maximum liberation of the free energy. And even in 
general, it would be difficult to detect in the part of known isomers 
of luteosterone such reaction of transformation which would in a 
like exhaustive manner unite derivatives and accompanying bodies 
of this hormone as we observe it in the indicated schemes. 

The specificity of physiological effect in luteosterone becomes 
evident on the basis of this theory. Its dependence on the con- 
stitution is dictated by the suggested reaction scheme of sterone on 
the substratum. As in this reaction the highest importance for 
the course of the transformation of the sterone itself belongs to the 
anchor groups ‘‘CO-groups’’, we need not explain why the sub- 
stitution of some of them by more active anchors ‘‘OH-groups’’— 
p.ex., in the case of A*-pregnen-ol (20)-on(3), instead of increasing 
the activity, on the contrary, leads to a complete loss of it. The 
molecule might be well fixed on the substratum, but the place, 
where, the reaction, evidently, is to start is occupied by a group 
which does not correspond to the scheme. 

The correctness of the exposed conception is to my opinion 
also confirmed by the relations of dependence of activity on struc- 
ture, in the androsterone row. The structurally analogous to 
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luteosterone and as to the groupment of the A and B rings entirely 
identical ‘‘testosterone’’ [ A+-Androsten-ol (17) -on-(3) ] proves to be 
the most active of all the androsterone preparations, even leaving 
the latter far behind. 

“«Testosterone’’ possesses at C17 a very active ‘‘anchor’’ (OH- 
group) which fixes the sterone to the substratum; the CO-group 
at Cs and the double bond in the a, f-situation relatively to the 
latter determines the same potential character of the molecule as 
in luteosterone. Hydration of testosterone in the organism with 
analogous reduction of the keto-group leads to the formation of a 
large series of stereo-isomeric (rings A and B) derivatives of 
saturated androsterones, many of them being found as accom- 
panying substances of andresterone. Considering the perfect 
analogy with the luteosterone group, we can easily make sure that 
neither the isomers, nor the derivatives would be equal to testo- 
sterone as to power of action. Principally, the scheme of decom- 
position of testosterone in the organism should not differ much 
from the scheme given for luteosterone. 

There remains to analyse the cause of specific activity of 
saturated androsterones, no matter whether obtained as result of 
transformation of testosterone in the organism, or being formed 
and decomposed by other ways. This cause, indubitably must be 
connected with the epimerism of these compounds, on the ground 
of the above analysed lawfulness of reciprocal spatial disposition 
of the cis-trans isomeric OH-groups in relation to the cis-trans 
isomeric groups of rings A and B. Whereby, the essence of the 
epimeric transformation, which supplies the energy for the physio- 
logical effect consists in physico-chemical reactions liberating the 
energy. This question requires its special study in the light of 
the exposed theory. ; 

To conclude this communicaiton we wish to add some notes 
concerning the follicular hormone. From the viewpoint of the 
above described theory the small specificity of action of this 
hormone and, particularly, the analogous effect of substances of 
similar ring structure, is to be explained by the principally similar 
scheme of decomposition of these compounds in the organism. The 
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Suggestion of a well grounded scheme of decomposition as yet 
would be premature, the chemistry of this hormone not being suf- 
ficiently investigated. 

The question of the chemistry of the follicular hormone is in- 
separably connected with the cardinal questions of the entire 
chemistry of sterols and first of all cholesterol. The solution of 
this question will lead to the unveiling of the secret of decomposi- 
tion of sterols in the organism and to the discovery of the mecha- 
nism of their biochemical action, thus being of consequence to 
biochemistry in general. 

However, as doubtless is to be considered, that the basis of 
the reaction of the follicular hormone is hydration of the ring 
structure and reconvertion of the aromatic ring into a perhydrated 
one. That this process might be performed by degrees is proved 
by the protracted action of esters of the hormones in the organism, 
whereby the reaction probably, begins from the blockaded ring 
““A’’ where low saponification liberates the ring and makes it 
accessible to the influence of the substratum. Thus the role of the 
esterifying factor is not only that of an ‘‘anchor’’, but in a certain 
way also that of a ‘‘protector’’. 

The enormous thermodynamical effectiveness of hydration of 
the rings in compounds of the follicular sterone type explains the 
high activity in very small doses. 

In conclusion we may briefly remember, that, if the study and 
the investigation of the transformation scheme of sterones in the 
organism should lead to the elucidation of the mechanism of specific 
dependence on the molecular structure, all the details of the hor- 
mone action will be finally explained by the disclosure of the 
mechanism of action of the ‘‘anchor’’ and ‘‘protector’’ groups in 
the organism. 

A great deal is to be expected in respect to these latter from 
the study of the problem of biological permeability, whereby the 
methods which will be applied to this study must be for the most 
part, of physico-chemical character, as we shall have to deal with a 
complex of phenomena which are connected with colloid-dispersal 
systems of cells and tissues of the living organism. 
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Sunmary. 


On the ground of facts, obtained in the chemistry of sexual 
hormones as to the dependence of the specific biological effect on 
the chemical structure of hormones, we suggested and developed 
on an example with luteosterone ‘‘a theory of specific action of 
sterones depending on their structure’’. The fundamental idea of 
this theory is, that certain groupments (‘‘anchor’’ and ‘‘protector’’ 
groups) in the sterone molecule, conduct and fix the latter in the 
organism on a certain substratum (cells and tissues directed to the 
effect of action of these compounds). After that the chemical 
reaction of sterone on the substratum will be realized and produce 
the characteristic physiological effect. The reaction represents 
nothing other than a further biochemical transformation of sterone 
in the animal or vegetable organism. The reaction is to be inter- 
preted as any other biochemical reaction, i.e. as the liberation of a 
certain amount of energy and completion of a certain circular 
process of chemical transformations of the hormone. The ways by 
which this chemical reaction of sterone is going on in the organism, 
are determined either by the maximum work gained in its issue, or 
by the conditions of ana-katabolism of kindred substances of the 
sterones, this reaction making part of the general metabolism. 

The scheme of similar chemical transformations of sterones in 
the organism as to its specificity must correspond to the structural 
specificity of the initial hormone and shall not have, as will as this 
latter, precedents in the row of derivatives or other compounds. 
A scheme was found for luteosterone, and analysed from the view- 
point of this theory. In the same sense can be explained the 
specific action of substances of the androsterone group, as well as 
the relatively slight specificity of action of the follicular hormone. 
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GEWEBSOXYDATION DER NUKLEINSAURE. II. 


Uber die fermentative Dehydrierung der Hefe- 
Nukleinsaure im Muskel. 


Von 
YUKIO TSUGE. 
(Aus der medizinischen Klinik im Dairen-Hospital, Dairen, 
Stid-Mandschurei. Direktor: Prof. Dr. K. Morinaka.) 
(Hingegangen am 13. April 1936) 


In der ersten Mitteilung (1935) ,,Gewebsoxydation der 
Nukleinsaure‘‘ ist die Frage der Einwirkung von Hefenukleinsadure 
auf Dehydrierungsvorgainge studiert worden. Hs konnte gezeigt 
worden, dass verschiedene frische Organgewebe von Kaninchen 
Nukleinséuredehydrase besitzen. Jhre Wirkung ist am stiarksten 
im unteren Diinndarm. Auch Lebergewebe zeigt eine relativ starke 
Wirkung der Nukleinsauredehydrase. 

Im Jahre 1925 hat Y. Harada den Einfluss verschiedener 
Konzentrationen von Milchsdure. Bernsteinsdure und Apfel- 
sdure auf die Muskeldehydrasen festzustellen versucht, mit 
dem Ergebniss, dass der frische Muskel Milchsiuredehydrase 
besitzt. Die cofermentarme Muskulatur wird durch hoéhere Kon- 
zentrationen der Milchsaure aktiviert. Die Bernsteinsaure- 
dehydrase wirkt zwar auch in niederen Konzentrationen, wird aber 
durch Auswaschen wenig alteriert und durch hodhere Bernstein- 
sdurekonzentrationen nicht beeinflusst. Die Apfelsd’ure hemmt die 
Muskeldehydrase. Der Trockenmuskel besitzt noch Bernsteinsaure- 
dehydrase und Milchséuredehydrase, die aber beide nicht identisch 
zu sein scheinen, da die Bernsteinsdurehydrase aktiver ist. Die 
Apfelsdure hemmt auch im Trockenmuskel Milchsaurehydrase. 

Der Nukleinsdurestoffwechsel ist bis heute noch nicht volhg¢ 
geklart. Der fermentative Abbau der Nukleinsaure im Organismus 
bis zu den Endbausteinen (Purin-bzw. Pyrimidinbasen, Kohlen- 
hydrat und Phosphorsiure) war Gegenstand zahlreiche Arbeiten. 
Wir haben uns zum Ziele gesetzt, das Vorkommen und die Quantitat 
von Fermenten in verschiedene Organen verschiedener Tiere, die 
verschiedene Abbaustufen des Nukleinsaureabbaus weiter ver- 
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wandeln, festzustellen. Die Grundlage soleher Untersuchungen ist 
die genaue Festlegung der Bedingungen, unter denen sich die 
fermentative Spaltung vollzieht. Ich bin der Ansicht, dass nicht 
ein Fermentkomplex sondern mehrere spezifische Fermente fiir die 
einzelnen Phasen des intermediairen Nukleinstoffwechsels in Frage 
kommen. Zur Priifung dieser Ansicht habe ich eine Untersuchung 
iiber die Verteilung der Fermente des Nukleinsaureabbaus 
(Nukleinséuredehydrasen) in verschiedenen Organen verschiedener 
Tiere durchgefiihrt. 

Im folgenden wollen wir den Hinfluss der Hefenukleinsdéure 
auf die fermentative Dehydrierung im Muskelgewebe priifen. 


VERSUCHSTEIL. 


Die Methodik ist die gleiche, wie sie in der friiherer Arbeit zur 
Anwendung kam. Das Evakuieren mittels Wasserstrahlpumpe 
dauerte stets 1 Minute. Sofort versenkte ich dann das Vakuum- 
rohrehen in das Wasserbad. Die Temperatur im Thermostaten 
wurde auf 37° konstant gehalten. Zur Darstellung der rohen 
Fermentpraparate wird der Muskelbrei in dem dem 10 fachen 
seines Gewichtes entsprechenden Volumen Phosphatpuffer suspen- 
diert. Es genigt Schitteln bei Zimmertemperatur. Nach 
einmaliger Filtration durch Gaze ist der Extrakt verwendbar. 

Zur Gewinnung eines Trockenpraiparates nach dem Verfahren 
v. Euler wird frischer Muskelbrei mit der 10 fachen Menge 96 
proz., gut gektihlten Alkohols verriithrt und nach etwa 5 Minuten 
auf einer grossen Nutsche tiber Filtrierpapier abgesaugt, und dann 
noch einmal der gleichen Behandlung mit Alkohol unterworfen. 
Nun wird das Material einmal mit der 10 fachen Menge Ather 
durchgeriihrt. Dann saugt man den Ather scharf ab. Das pul- 
verige Material wird an der Luft in einer grossen Petrischale 
getrocknet. Durch Extraktion des Pulvers mit der 10 fachen 
Menge Phosphatlosung bei 40° wahrend 1/2 Stunde, erhalt man 
eine wirksame Fermentlosung. 


Im allgemeinen wurden 0,5ecm Muskelextrakt (enthaltend 
0,15¢ Gewebe in 1,5ceem Phosphatpuffer Pu 7,1) :0,3 cem 
Methylenblaulésung in der Konzentration von 1:10000:0.4 eem 
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Substrat-139 mg. Hefenukleinsiiures Natrium(Merck) mit destil- 
liertem HO auf 10,0 cem aufgefiillt. Versuchstemperatur 37°. 


PH-Optimum der Dehydrierung in dem Muskelextrakt. 


Unter den vorlegenden Versuchsbedingungen ist eine wesent- 
liche Veranderung des PH(6,4 6,6 7,0 7,4 7,6 8,0 8,3) durch den 
Prozess der Dehydrierung im Kaninchenmuskel ausgeschlossen. 
Bei Pu 6,4 und 6,6 wurde die Aciditaét mit n/10 Acetatgemischen, 
von Pu 7,0 bis 7,6 mit m/15 Phosphatmischungen, im stark 
alkalischen Gebiet PH 8,0 und 8,3 mit »/10 Boratgemischen nach 
Sorensen eingestellt. 


in Minuten. 


—> Entfairbungszeit 


50 68-70 80 
isl —== 
Fig. 1. J. Ungewaschen. II. Gewaschen. 


Der Verlauf der Pu-Aktivitatskurve zeigt also, dass man die 
Erreichung des PH-Optimums etwa bei 7,0, 7,1 im schwachalkali- 
schen Gebiet hat. 


Versuch an Normalitieren. 


TABELLE I. 
0,5 cem Kaninchenmuskelextrakt, Phosphatlosung Pu 7,1. 
0,3 cem Methylenblaulésung (1: 10000) Temperatur Brn 
0,4 cem Hefenukleinsaurelosung. 


Vakuumrohr-Nr. i 2 3 4 5 6 


Entfirbungs- Unausgewaschen | 152 147 150 154 152 90 
zeit in Min. (Ausgewaschen | 134 141 | 143 125 | 132 oo 


Nr. 6 zeigt Kontrolle mit Wasser zugesetzt. 
co Nach 5 Stunden keine Entfarbung. 
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Uberblicken wir diese Versuche, so zeigt der ausgewaschene 
Kaninchenmuskel gegeniiber dem ungewaschenen eine Erhohung 
der Dehydrierung (Auswaschung des Hemmungskorper ?.) 


TABELLE ITI. 


Muskel, 3 und 7 Stunden nach dem Tode der Leiche entnommen, diente 


zu diesem Versuch. Gleiche Versuchsanordnung wie oben. 


Vakuumrohr-Nr. 4 | 4) | 6 


7 Stunden 
post mortem 


3 Stunden 


Zeit post mortem post mortem 


182 
ala 


192 
168 


lyf 
159 


188 
164 


175 
160 


168 
156 


Entfirbungs- Unausgewaschen 


zeit in Min. | Ausgewaschen 


Dieser Versuch lasst sich im Sinne einer Verschiebung der 
Entfarbunegszeit im frischen Muskel gegeniiber dem nicht frischen 
Muskel (3 und 7 Stunden nach dem Tode) ausdeuten. 


Versuche an Meerschweinchen. 
Versuchsanordnung die gleiche wie am Kaninchenmuskel, 
Normale Ernahrung. 


TABELLE ITT. 


Vakuumrohr-Nr. 1 2 3 4 5 6 
Entfirbungs- | Ungewaschen 133 130 141 140 128| © 
zeit in Min. | Gewaschen 112° des ee liss ater 122] 


Bei Vergleich der Befunde der Tabelle III und Tabelle I lisst 
sich ein geringer Unterschied hinsichtlich der Dehydrasewirkung 
feststellen. 

TABELLE LY. 


Vakuumrohr-Nr. il | 2 | 3 4 | 5 6 
Zeit post mortem 3 Stunden 7 Stunden 
post mortem post mortem 
Entfirbungs- (ee 146 148 151 183 191 Were 
zeit in Min. (Gewaschen 129 | 133 | 127 | 148 | 142 | 150 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in Tabelle ITT. 
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Gang gleichsinnig varlaufen wie in Tabelle II. 


TABELLE V. 


0,5 cem Trockenmuskelextrakt: 1,0 ¢ Trockenmuskel wurde mit 1,0 cem 
Phosphatlésung extrahiert. Sonst wie in Tabelle I. 


Vakuumrohr-Nvr. ql 2 3 4 5 6 
; ce Nach 4 Std. 
ae Caceres 186) 190) 177 | 181} 184 Keine Entf. 
zert in Milt. (Meerschweinchen| 162 | 157 | 165| 159] 163 ” 


Das Resultat dieses Versuches ist, dass die Muskel-Nuklein- 
sauredehydrogenase in ihrer Wirkung gegenitiber der Hefenuklein- 
saure durch die Trocknung des Muskels nicht vernichtet wird, 
jedoch zeigte sich keine so starke Dehydrogenasewirkung wie beim 
frischen Muskel. 

Aus der vorliegenden Untersuchung lasst sich schliessen: Der 
frische Muskel besitzt Nukleinsiurehydrase. Die (durch Aus- 
waschen) cofermentarme Muskulatur besitzt etwas hohere De- 
hydrasewirkung als der ungewaschene Muskel. Durch Muskel, der 
nicht direkt nach dem Tode entnommen war, wurde noch Nuklein- 
siure durch Dehydrogenase oxydiert. Der Trockenmuskel (der 
nicht mehr atmet) besitzt noch eine wirksame Nukleinsauredehydro- 
genase. Die Dehydrasewirkung im Muskel durch Nukleinsadure ist 
beim Meerschweinchen staérker als beim Kaninchen. 

Dem hochverehrter Herrn Prof. E. Abderhalden, mochte ich 
auch an dieser Stelle fiir seine schriftliche Hilfe und manche 
wertvollen Ratschlage meinen herzlichsten Dank aussprechen. 
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GEWEBSOXYDATION DER NUKLEINSAURE. III. 


Uber fermentative Dehydrierung der Hefe- 
‘ Nukleinsdure im Blute. 


Von 


YUKIO TSUGE. 


(Aus der medizinischen Klinik im Dairen-Hospital, Dairen, 
Siid-Mandschurei. Direktor: Prof. Dr. K. Morinaka.) 


(Eingegangen am 13. April 1936) 


In der I. Mitteilung tiber ,,Gewebsoxydation der Nukleinsaéure'‘‘ 
ist die Frage der Einwirkung von Hefe-Nukleinséure auf De- 
hydrierungsvorginge studiert worden. Es konnte gezeigt werden, 
dass verschiedene frische Organgewebe von Kaninchen Nuklein- 
sauredehydrase besitzen. Die Dehydrogenasewirkung durch Hefe- 
Nukleinséure ist am starksten im Diinndarm. 

Die Ansicht, dass die Hefe-Nukleinsaure aus vier Mononu- 
kleotiden—Adenylsdure, Guanylsaure, Uridylsaure, Cytidylsaure— 
aufgebaut (Poly-nukleotid) ist, darf heute als gesichert hingestellt 
werden. Das Konstitutionsschema nach Levene ist folgendes: 


OH 
| 
HO—PO— Ribose—Adenin 
HO—PO—Ribose—Uracil 
| 
HO—PO—Ribose—Guanin 
| 
HO—PO—Ribose—Cytosin 
Der Abbau des Poly-nukleotid unter der EKinwirkung der spezi- 
fischen Fermente vollzieht sich folgendermassen: Zunachst wird 
die Bindung zwischen den Kohlenhydrat-Phosphorsaureketten 
geldst, so dass die Mono-nukleotide frei werden. Diese Spaltung, 
die wahrscheinlich zum Teil schon im Darm und auch in der 
Blutbahn stattfindet, wird durch ein Ferment bewirkt, das die 


Autoren als Nukleinase (Nuklease) bezeichnet haben. Die Bedeu- 
tung der Stoffwechselfermente im Blut sind schon vielfach studiert 
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worden, und zwar hat man Amylase, Lipase, Maltase, glykolytisches 
Ferment, Protease, Katalase, Nuklease, Peroxydase und Phos- 
phatase darin nachgeweisen. In der folgenden Arbeit ist es uns 
erstmalig gelungen, nachzuweisen, dass frisches Blut (rote Zellen, 
Serum) vom Menschen in geringer Menge Nukleinséuredehydrase 
besitzt. i 

Bekanntlich ist durch zahlreiche Arbeiten gezeigt worden, dass 
die in den Geweben vorhandenen Oxydationsfermente, die Dehydro- 
genase (im Sinne Wielands), aus Wasserstoffdonatoren, aktiven 
Wasserstoff abspalten, welcher auf das Methylenblau wtberfthrt 
wird, und dessen Leucoverbindung reduziert. Bei dieser ktinst- 
lichen Reduktion spielt Methylenblau dieselbe Rolle als Wasser- 
stoffakzeptor wie der molekulare Sauerstoff beim physiologischen 
Verlauf in vivo, im Sinne des Schemas: 

AH» (Wasserstoffdonator ) + O2(Wasserstoffakzeptor ) > 
A+ H2O0O2 = AH2 + Methylenblau— (Dehydrogenase) > 
A+ He Methylenblau (Leucoverbindung ) 

Bertho schreibt, dass das dabei primar entstehende Hydro- 
peroxyd durch die in allen aeroben Zellen vorkommende Katalase, 
die damit bei der Zellatmung erhielt, in Wasser und Sauerstoff 
zerlegt werden sollte. An Stelle des Sauerstoffs werden bei der 
Untersuchungsmethodik zellfremde Wasserstoffakzeptoren, wie z. B. 
Methylenblau (Methylenblautechnik nach Thunberg-Ahlgren), 
Chinon w.a. benutzt. Uber die Atmungsvorgiinge im Blut ent- 
wickelte O. Warburg folgende Vorstellung: das sauerstoffiiber- 
tragende Fermenthimin oxydiert in lebenden Zellen die Brenn- 
stoffe. Der Oxydation durch Hamineisen muss in der Zelle eine 
Wirkung auf die Brennstoffe vorausgehen. Diese Wirkung wird in 
der Wielandschen Atmungstheorie _ ,,Wasserstoffaktivierung*‘ 
genannt. 

Im folgenden wurde der Versuch unternommen, den Einfluss 
von Hefe-Nukleinséure auf die Dehydrierung im Blut durch die 
Methylenblaumethode festzustellen. 


EXPERIMENTELLES. 


Die Methodik wurde nach Thunberg-Ahlegren ausgefiihrt. 
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Die Blutzellen von 5,0 cem gesundem Menschenblut, durch 
Schiitteln defibriniert, werden in 0,9%iger Kochsalzlésung mehr- 
mals auf Zentrifuge gewaschen, scharf zentrifugiert und das 
Zellsediment cytolysiert, indem man mit Wasser auf das urspriing- 
liche Blutvolumen auffiillt. Dann wurden die Stroma wieder durch 
Zentrifpgieren mit Phosphatlésune Pu 7,2 entfernt. Die klare 
hellrote, stromafreie Fliissigkeit wurde in einer Menge von 1,0 cem 
in eine Thunbergsche Vakuumroéhre abpipettiert. Dazu wurden 
zentration von 1:10000 und 1,0 cem hefenukleinsaures Natrium 


0,5 ccm Methylenblaulosung (purissimum-Héchst) in der Kon- 


TABELLE I. 
Reaktionsgemisch: Hellrote Fliissigkeit 1,0 cem; Methylenblaulésung 
(1: 10000) 0,5 cem; 0,25% Hefenukleinsaures Natrium (Merk) 
1,0 cem; Temperatur 37°. 


Versuch | lh JEL LE 


Donator: 0,25% Hefenukleinsaures Na. 


Entfarbungszeit in Stunden 


Vakuumrohr Nr. 1 10 25 O Da 10 11 
2 10 08 10 05 10 16 
3 10 19 9°57 10 10 


Kontroll: nach 20 Stunden noch nicht entfarbt. 


TABELLE II. 
Reaktionsgemisch: Methylenblaulésung (1:10000) 0,3 ccm. 
Hellrote Flissigkeit 1,5 ccm. 
Sonst wie in Tabelle 1. 


Versuch AL Lit AMAL 


Donator: 0,25% Hefenukleinsaures Na. 


Entfairbungszeit in Stunden 


Vakuumrohr Nr. 1 Tread yak} {255 
2 Uf OS ie 7 14 
3 aes 7 23 fe Als 


Kontrolle: nach 16 Stunden noch nicht entfarbt. 
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(Merck) Gef. N16,4 zugesetzt. Dann wurde die Rohre unter 
Manometerkontrolle mittels Wasserstrahlpumpe evakuiert, in ein 
Wasserbad (Thermostat) eingetaucht und die Entfarbungszeit des 
Methylenblaus gemessen. 


TABELLE IIT. 
Gleiche Versuchsanordnung. 


Versuch if II JRL 


Donator: 0,25% Hefenukleinsaures Natr. 


Entfarbungszeit in Stunden 


Cue OF oO & 


Vakuumrohr Nr. 1 7 10 if PA! 7 02 
2 oe: 7 08 7 AL 


3 GMS aon lc 


Kontrolle: nach 14 Stunden noch nicht entfarbt. 


Wir fanden, dass die Hefe-Nukleinsaure in der hellroten 
Flissigkeit dureh Dehydrogenase oxydiert wird, wenn Methy- 
lenblau als Oxydationsmittel zur Verfiigung steht. Die Methy- 
lenblaureduktion in zytolysierten roten Blutzellen wird um so 
stirker, je kleiner die Konzentration des Methylenblaus ist. Im 
Gegensatz zu Methylenblau ist molekularer Sauerstoff nicht 
imstande, Hefe-Nukleinsaure in cytolysiertem Blut zu oxydieren. 
Zum Beleg dieser wichtigen Tatsache dient der vorige Versuch. 

Es kann wohl kein Zweifel mehr daran bestehen, dass das 
menschliche Blutserum verschiedene Fermente enthalt. Man 
konnte nunmehr annehmen, dass die enzymatische Dehydrierung 
der Hefe-Nukleinsdure im Blutserum hervortritt. Zum Belee dient 
der folgende Versuch : 

Zur Gewinnung von Blusterum wurde das Blut in Zentrifugier- 
becher aufgefangen und nach dem Gerinnen etwa 30 Minuten lang 
zentrifugiert. Dann wurde vom Blutkuchen abgegossen, nochmals 
etwa 25 Minuten zentrifugiert, wiederum abgegossen und 25 
Minuten zentrifugiert. Man erhialt so ein klares, rein gelbes und 
blutkorperchenfreies Serum. Dazu wurden kurz vor dem Versuch 
gleiche Menge der Phosphatlésung zugesetzt. Das so behandelte 
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Serum wurde meist frisch verarbeitet. 


TABELLE IV. 
Reaktionsgemisch: 1,0 cem Blutserum, das nach obigem Verfahren 
hergestellt war. Sonst wie in Tabelle I. 


Versuch T II Ill 


Donator: 0,25% Hefenukleinsaures Na. 


Entfarbungszeit in Stunden 


or fs) i oO 7 

Vakuumrohr Nr. 1 Deon 5 43 5 48 
Z 6 00 : 5 47 54h. 
3 


5 52 5 50 5 55 


Kontrolle: nach 12 Stunden noch nicht entfarbt. 


TABELLE V. 
Gleiche Versuchsanordnung. 


Versuch if II III 


Donator: 0,25% Hefenukleinsaures Na. 


Entfarbungszeit in Stunden 


Vakuumrohr Nr. 1 5) ae 5 41 5 51 
5 45 5 56 5 58 
2) 


49 | 5 47 5 40 


Kontrolle: nach 14 Stunden noch nicht entfarbt. 


Versuch mit Kaninchenblut. 


Normalen Versuchskaninchen wurden ungefahr 5 bis 8 ccm 
Blut aus den Ohrvenen entnommen, nachdem daselbst durch 
Bestreichen mit Xylol eine starke Hyperimie erzeugt wurde. Die 
Versuche wurden von uns gleich wie beim Menschenblut ausgefiihrt, 
mit dem Resultat, dass nach 20 Stunden Methylenblauentfarbung 
noch nicht hervortritt. 

Aus den vorliegenden Tatsachen diirfen wir daher abschlies- 
send sagen: Im menschlichen Blutserum und in cytolysierten roten 
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Blutzellen mit der Thunbergschen Methylenblauentfarbungs- 
methode kann eine geringe Dehydrasewirkung durch Hefe- 
Nukleinséiure nachgewiesen werden kann. Es zeigt sich, dass diese 
Dehydrasewirkung etwas stirker im Blutserum als bei den roten 
Blutzellen ist. Diese spezifische Dehydrogenase hat beim 
Kaninchenblut unter unseren Versuchsbedingungen keinen Einfluss 
auf die Methylenblaureduktion. 

Herrn Prof. Grassmann danke ich fiir seine schriftliche 
Hilfe bei dieser Arbeit. 
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UBER DIE PROTEOLYTISCHEN FERMENTE DER 
PANKREASDRUSE DES KANINCHENS. 


1. Mitteilung: Uber die proteolytischen Fermente des 
Mazerationssaftes von Pankreas und Diinndarm- 
schleimhaut des Kaninchens. 


VON 
FUYUTARO ITZIOKA. 
(Aus dem Utzino-Laboratorium des Institutes fiir Chemie an der 
Kaiserlichen Universitat Kyoto. Vorstand: Prof. 8S. Utzino.) 
(Hingegangen 25. Juni 1936.) 


Der neue grosse Aufschwune auf dem Gebiete der Enzym- 
forschung ist wohl] dem erfolgreichen Betrieb der Willstatter-Schule 
(1928) zu verdanken. Die Untersuchungen der Proteinasen- 
wirkungen beziehen sich aber in der Hauptsache auf die aus 
Pankreas und Diinndarmschleimhaut des Schweins oder des Rindes 
hergestellten Materialien. Zum Vergleich hat der Verfasser in der 
vorliegenden Arbeit unter Leitung von Prof. 8S. Utzino das Ver- 
halten des Pankreas- und Diinndarmschleimhautenzyms des 
Kaninchens gegeniiber Proteinen, Peptiden und Peptidderivaten 
studiert, und zwar wurden hier die proteolytischen Wirkungen des 
Mazerationssaftes der Pankreasdriise sowie der Diinndarmschleim- 
haut des Kaninchens untersucht. 

Durch die Casein- oder Gelatinehydrolyse wurde wie beim 
Schwein und Rind die aktive Trypsinwirkung des Mazerationssaftes 
des Kaninchens festgestellt (Tabelle 1). Die Wirkung musste sich 
schon fast im Stadium der Vollaktivitaét befinden, da sie beim 
Behandeln mit Kinasepulver oder Kinaselésung nicht mehr deutlich 
verstarkt wurde. Die Caseinhydrolyse trat in einem ziemlich 
breiten Bereich der Reaktion (Pu 6,0-8,0) auf. Es sei hier noch 
erwahnt, dass eine ziemlish starke Caseinhydrolyse (sowie eine 
etwas schwache Gelatinehydrolyse) auch bei schwach saurer Reak- 
tion beobachtet wurde. Um festzustellen, ob diese Wirkung in 
Beziehung zur katheptischen Wirkung der Pankreasdriise steht, 
wurden die Versuche bei verschiedener saurer Reaktion angestellt 


139 


140 " F. Itzioka: 


(Tabelle II). Nach den Ergebnissen werde kein besonderer 
Anstieg der Aciditatszunahme bei Pu 4,0-Px 5,0 beobachtet. Auf 
die Caseinhydrolyse durch den Mazerationssaft hatte Cysteinzusatz 
(1930) keinen Einfluss. 

In Bezug auf die Optimalreaktion der Enzymlosung, besonders 
im Falle von Rohmaterial, diirfte es berechtigt sein, einen Optimal- 
bereich anzunehmen, worauf seinerzeit bereits E. Abderhalden 
(1929) hingewiesen hat, insofern die Wirkung von irgendeinem 
Enzymkomplex durch die verschiedenen Bedingungen (Enzym- 
geschichte, Art und Menge der Substanz, Mediumbestandteile oder 
Digestionsdauer ete.) mehr oder weniger im quantitativen Sinne 
beeinflusst werden kann. 

Bei den Versuchen mit beiden Albuminen (Ovo- und 
Serumalbumin von E. Merck) wurde keine Aciditaétszunahme 
beobachtet. 

Was das inaktive Trypsin im Pankreassaft, seine Aktivierung 
sowie sein Wirkungsoptimum anbetrifft, so soll hieriiber noch 
eingehend in den folgenden Abhandlungen berichtet werden. 

Die Peptidasewirkung des Mazerationssaftes vom Kaninchen- 
pankreas wurde hier, wenn auch nur in schwachem Grad, sicher 
festgestellt (Tabelle III). Die giinstige Hydrolyse des Diglycins 
trat bei Pu 7,5-8,0 auf und die des Leucyglycins bei Pu 7,0-8,0. 

Die Frage aber, ob diese Peptidasewirkung bereits vom 
Driisensekret als die eines diesem eigentiimlichen Enzyms ausgeht, 
ist noch eine offene, da es sich hier auch um die Wirkung von 
Gewebspeptidase handeln kann, die bei der Mazeration in den Saft 
gelangen kann. Hier ist nur zu erwaihnen, dass, falls der Mazera- 
tionssaft mit einer kleinen Menge Darmschleimhautpulver versetzt 
wurde, kein Einfluss auf die Peptidasewirkung zur Beobachtung 
kam. 

Weder Benzoylglycin noch Benzoyldiglycin wurden durch die 
Enzymloésung angegriffen, wihrend Benzoylleucylglycin durch diese 
hydrolysierbar ist (Tabelle IV). 

Chloracetylphenylalanin, Chloracetyltyrosin und Bromisoka- 
pronyldiglycin wurden durch die Enzymlésung gespalten, Bromiso- 
kapronylglycin dagegen nicht (Tabelle V). 
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Die Spaltbarkeit des Benzoyl- sowie Phtalyldiglycins durch den 
Pankreasmazerationssaft des Schweins ist schon seinerzeit von 
S. Utzino (1928) nachgewiesen worden. Unabhingig von Utzino 
haben auch E. Waldschmidt-Leitz und seine Schiiler (1928) 
eine solehe Wirkung des Pankreasauszugs festgestellt, indem sie 
durch das Adsorptionsverfahren das Enzym von der Proteinase und 
von der Aminopolypeptidase trennten. Sie nannten das Enzym 
Carboxypolypeptidase. Nach den obigen Ergebnissen ist das 
Histozym im Pankreagewebe des Kaninchens sehr wahrscheinlich 
auszuschliessen. 

Obgleich das hier im Betracht kommende Enzym ahnlich dem 
von E. Waldschmidt-Leitz Carboxypolypeptidase genannten 
Enzym ist, besteht doch ein gewisser Unterschied darin, dass sich 
die Wirkung auf die Spaltung bestimmter Substrate (Chloracetyl- 
aminosduren und gewisse Acyldieptide) beschrankt. Man konnte 
hier auch eine Halogenacylase im Sinne von EK. Abderhalden 
(1929) annehmen. Darauf mochte der Verfasser in den folgenden 
Abhandlungen bei den Versuchen mit dem Pankreassaft des 
Kaninchens noch eingehender zuriickkommen. 

Der Mazerationssaft der  Diinndarmschleimhaut des 
Kaninchens greift deutlich sowohl Casein und Gelatine als auch 
Diglycin und dl-Leucylglycin an (Tabelle VI). 

Als Optimalbereich fiir die Eiweisshydrolyse fand sich Pu 
7,0-8,0. Das Optimum lag fiir die Caseinhydrolyse bei Pu 7,5 und 
fiir die Gelatinehydrolyse bei Pu 8,0. Der Optimalbereich ftir die 
Diglycinhydrolyse war PH 7,5-8,0, fiir die Leucylglycinhydrolyse 
7,0-7,5. Hier muss es sich um ein aktives Trypsin und ein 
Darmerepsin handeln. Es ist noch zu bemerken, dass in einer 
kurzen Digestionszeit die Leucylglycinhydrolyse bei Pu 6,5 
schwicher als bei Pu 7,0 auftrat, etwas spater schon aber fast so 
starke Acidititszunahme wie bei Pu 7,0 aufwies. 

Das Diinndarmschleimhautenzym des Kaninchens griff ganz 
wie das des Rindes und des Schweins weder Benzoylglyein noch 
Benzoyldiglycin an. Auch Bromisokapronylglycin wurde nicht 
hydrolysiert. Chloracetylphenylalanin und Chloracetyldiglycin 
wurden mehr oder weniger angegriffen. 
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EXPERIMENTELLER TEIL. 


Enzymlésung: Entweder der Brei von zerriebenem Pankreas 
oder von ausgekratzter Diimndarmschleimhaut des Kaninchens 
wurde im Moérser mit dem drei-, vier- oder sechsfachen Volumen 
Glycerin-Wasser (6:4) gut zerrieben, durch ein feines Sieb koliert 
und dann im Hisschrank aufbewahrt. 

Fiir die Aktivierungsversuche wurden je 10 cem dieser Enzym- 
losung mit 0,1¢@ Kinasepulver oder mit 10 ccm Kinaselosung ver- 
setzt und 30 Min. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Als 
Kinasepulver wurde das durch Aceton-Ather getrocknete 
Diinndarmschleimhautpulver des Kaninchens verwendet. Hine 
sehr schwache Erepsinwirkung des Pulvers ist nicht ausgeschlossen. 

Die Kinaselosung, welche keine Erepsinwirkung mehr aufwies, 
wurde nach der Methode von E. Waldschmidt-Leitz und O. 
Shinoda (1928) hergestellt. 

Versuchsansatz: Bei dem Hauptversuche handelte es sich 
entweder um 1%ige Eiweisslosung oder 1/20 Mol Peptid- bzw. 
Peptidderivatlosung in Pufferlosungen verschiedener PH-Kon- 
zentration. Die Acylderivate wurden zuerst durch Zusatz der 
berechneten Mengen von Normal-Alkali als Alkalisalze aufgelost. 

Je 20 cem Substratpufferlosung wurden mit 2, 3 oder 4ccm 
Enzymlosung versetzt und unter Zusatz von etwas Toluol bei 37° 
digeriert. 

Als Kontrolle wurde Enzym-Pufferlosung ohne Substrat unter 
den gleichen Bedingungen wie beim Hauptversuch der Digestion 
unterworfen. 

Nach einer gewissen Zeit wurde die Aciditaitszunahme in 4 cem 
nach Sorensen oder die NH2-N Zunahme in 1 cem Digestat (Diges- 
tionl6sung) nach van Slyke bestimmt. 

In den Tabellen sind die Differenzen zwischen den beim Haupt- 
versuche und beim Kontrollversuche gefundenen Zahlen angegeben. 


I. Ewweiss-Spaltung durch den Pankreasmazerationssaft 
des Kaninchens. (Tabelle I). 


Der Mazerationssaft A bestand aus 1 Teil Pankreasbrei und 
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dem 3-fachen Volumen Glycerin-Wasser (6:4) ; der Mazerationssaft 
C aus 1 Teil Pankreasbrei und dem 6-fachen Volumen Glycerin- 
Wasser. 

Um die Aktivitaét des Mazerationssaftes zu prifen, wurde der 
Mazerationssaft A mit dem gleichen Volumen Kinaselosung versetzt 
und bei Zimmertemperatur 30 Min. stehen gelassen. Zum Ver- 
gleich wurde der Saft anstatt mit Kinaselésung mit dem gleichen 
Volumen der physiologischen Kochsalzlosung behandelt. 4 ccm 
dieser Lésung wurden je 20cem Substratlosung zugesetzt. Die 
Aktivitat des Mazerationssaftes nahm durch den Kinaselosungzusatz 
ungefihr nur um 10-20% zu. 

Bei den Versuchen mit Albuminen fiel die durch Abziehen der 
Kontrollzahl gewonnenen Zahl manchmal negativ aus oder tber- 
schritt sogar die negative Fehlergrenze. Uber den Hinfluss des 
Albuminzusatzes wird demnachst an anderer Stelle berichtet. 


IT. Casein-Spaltung durch den Pankreasmazerationssaft 
des Kaninchens. (Tabelle IL) 


Versuchansatz: 20ceem 1%iger Caseinlosung +3 ecem Mazera- 
tionssaft C. Die Zahlen in den Klammern geben die bei jeder 
Bestimmung nochmals gepriiften PH-Werte an. 

Hier ist noch zu erwaéhnen, dass die Aciditaétszunahme der 
Caseinhydrolyse bei Pu 5,5 schon in 5 Std. einen ziemlich grossen 
Wert erreichte, die der Gelatinehydrolyse aber nicht. 


HI. Peptide-Spaltung durch den Pankreasmazerationssaft 
des Kannchens. (Tabelle IIT) 


Die Herstellung vom Mazerationssaft A und © ist schon in der 
Tabelle I angegeben. Auch hier sind die nochmals gepriiften PH- 
Werte des Bestimmungsansatzes der Digestatlésung angegeben. 


IV. Acylpeptide-Spaltwng durch den Pankreasmazerationssaft 
des Kaninchens. (Tabelle IV) 


Der Mazerationssaft B wurde mit dem 4-fachen Volumen 
Glycerin-Wasser (6:4) hergestellt. Bei den Versuchen mit 
Benzoyldiglycin und Benzoyl-dl-leucylglycin bei Pu 7,5 (4 cem mit 
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Kinasepulver aktivierten Mazerationssaftes A) wurde besonders die 
NH>2-N Zunahme in 1 cem Digestatl6sung angegeben. 


V. Halogenacylpeptide-Spaltung durch den Pankreasmazerations- 
saft des Kaninchens. (Tabelle V) 


Da bei den Versuchen mit Halogenacylderivaten die Méglich- 
keit der spontanen Halogenspaltung beobachtet wurde, wurde hier 
nur die NH»2-N Zunahme angegeben. Bei der Kontrolle wurde in 
der Bromisokapronyldiglycinlésung plus 30 Min. in siedendem 
Wasser erhitzter Enzymldsung keine Zunahme von NHo»-N fest- 
gestellt. 


TABELLE V. 


Halogenacylpeptide-Spaltung durch den Pankreasmazerationssaft 
des Kaninchens. 


NH2N-Zunahme in 1 ccm 
Digestionslosung 
Substrate (mg NH2N) 
(0.05 Mol- Mazerationssaft 
Loésung) 20 cem Wests PH 
Stunden 7.0 75 
dl-Bromiso- 5 0 0 
caprony]- C. 3 cem 24 0 0 
glycin 72 0 0 
Cee 5 0.004 = 
di-Bromisoca- C. 3 ecm 24 0.057 = 
pronyldiglycin 79 0.103 f2. 
ae 5 = 0.611 
Chloracenyy ©. 3 cem 24 — 0.573 
I-phenylalanin 72 eae 0.620 
ae A, aktiviert mit 24 a 0.145 
a a Kinaselésung (1: 1) 72 = 0.153 
|-tyrosin A eet me 
Aap a : 5 = 0.007 
ae C. 6 cem 24 — 0.072 
en 72 == 0.083 


VI. Die proteolytischen Wirkungen des Mazerationssaftes von 
Diinndarmschleemhaut des Kaninchens. (Tabelle V1) 


Bei den Versuchen mit Bromisokapronylglyein bei Pu 7,2 ist 
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TABELLE VI. 
Die proteolytischen Wirkungen des Mazerationssaftes von 
Diinndarmschleimhaut des Kaninchens. 
Aciditaétszunahme in 4 ¢cem Digestionslosung 
a (cem 0.1 n-NaOH) 
Substratlésung = es a 
9 
20 cem Zeit Pu be 
Stunden | 6.0| 6.5| 7.0] 7.2 | 7.5| 7.7| 8.0] 8.5| 9.0 
. | 4 — | 0.03} 0.06] 0.07 | 0.08] 0.07) 0.07) 0.05) — 
oe P sg’ | —|0.09/0.15| 0.17 | 0.15] 0.15] 0.15) 0.14) — 
i - 24 — |0.49/ 0.53} 0.61 | 0.64} 0.59} 0.64) 0.59} — 
Gelatine (2% ) 3 0.29 ae 0.40 ca 0.41 Fs 0.45 ss 0.35 
ei iareration A 8 0:69; — |1.07)| — U0) as 1.00 
= Se rie 30 Ded 3.80 |) 3.40} — | 3.49) — |3.08 
Glyeylglycin 4 — |0.90) 1-27) 1.10 | 1.26) 1.41)/1.33!11.09) — 
(0.05 Mol.Losung ) 8 — |1.26/1.47) 1.26 | 1.38) 1.47) 1.44) 1.26) — 
4 cem Mazeration C 24 — |1.45)/1.63) 1.53 | 1.58)1.55) 1.58] 1.48) — 
Glycylglycin 3 ta eae) | ee 1-49) — | 1.19) — |0:55 
(0.05 Mol-Lésung ) 8 O30 Gan d2561) PAT else au On ger 
2 eem Mazeration A 30 Gri) = a C4) alae Glee (9 
dl-Leueylglyein 4 0.17] 0.67| 0.59} — AN Se | (OA AN ame || 
(0.05 Mol-Lésung ) 8 0.34 0.70) 0.60} — ORAS eal V2 | ian 
2 ecem Mazeration C 24 0.76) 0.68) 0.59 =o HH) — ON a) 
dl-Leucylglycin alt — | 0.39] 0.60 
(0.05 Mol-Lésung ) 2 — | 0.70] 0.74 
4 cem Mazeration C 4 — | 0.68) 0.74 = | == 
Benzoylglycin : 5 0 ; a 
(0.05 Mol-Lésung ) 24 SS) | OS 
4 ccm Mazeration C 72 — 0.03 
Benzoyldiglycin 5 0 
(0.05 Mol-Lésung ) 24 — | — | — |-0.02 |—|}—]—]|—-|— 
4 cem Mazeration C 72 —0.01 z : a 
Chloracetyl- a 
Lphenylalanin iy ba en nies ps 
(0.05 Mol-Lésung) 79 0.092 | 
4 ecm Mazeration C 7 : : ie i 
Chloracetylglycylglycin 5 0.006* 
(0.05 Mol-Lésung ) 24 ie | 0001 
4 cem Mazeration C 72 0.053 
Bromisocapronylglycin 5 0* 
(0.05 MolL-sung ) 24 | a | ele OO 
4 ccm Mazeration C 72 0.002 | 


* NH»-N Zunahme (mg) in 1 cem Digestionslosung. 
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die NH2-N Zunahme (mg.) in 1ecem Digestatlosung angegeben. 
Hier sind zwei Falle von Dipeptidspaltung durch den Mazerations- 
saft A und C unter Beriicksichtigung der Mediumsreaktion ange- 
fiihrt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Mazerationssaft der Pankreasdriise des Kaninchens 
wurde aktive Trypsinwirkung (PH 7,0-8,0) festgestellt. Bei 
schwach saurer Reaktion (gegen 5,5-6,0) fand sich noch deutlich 
proteolytische Wirkung. 

2. Ausserdem zeigte der Mazerationssaft von Kaninchen- 
pankreas Peptidasewirkung (PH 7,0-8,0), wahrscheinlich rihrt 
diese von der Gewebspeptidase her. 

3. Histozymwirkung des Mazerationssaftes ist ausgeschlossen. 
Die Chloracetylaminoséuren werden durch den Mazerationssaft 
angegriffen, Benzoyl- und Bromisokapronylglycin dagegen nicht. 
Benzoylleucylglycin und Bromisokapronyldiglycin werden durch 
den Mazeratiossaft hydrolysiert. 

4. Im Mazerationssaft der Diinndarmschleimhaut des 
Kaninchens wurden Trypsin sowie Erepsinwirkung (PH 7,0-8,0) 
festgestellt. 

5. Benzoylglycin, Benzoyldiglycin und auch Bromisoka- 
pronylglycin wurden durch den Mazerationssaft der Diinndarm- 
schleimhaut nicht gespalten. 
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UMSATZ DER FETTSTOFFE IN DEN NERVENGE- 
WEBEN DER TAUBE BEI DER B-AVITAMINOSE. 


VON 


YASUWO TAKATA., 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Akademie Kumamoto, 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1936) 


EINLEITUNG: 


Hs ist bekannt, dass sich bei den Végeln infolge der Reiskrank- 
heit (B-Avitaminose) das Nervensystem entziindet, und es sind 
nun die histologischen Veranderungen der Nervengewebe in diesem 
Fall ausfithrlich untersucht worden. Nakamoto(1925) hat durch 
Fiutterung von poliertem Reis mit Zusatz einer geringen Menge 
von Lanolin, Higelb, Rtickstand von Bohnengallerte und Calcium- 
salzen bei Tauben die Reiskrankheit (B-Avitaminose) hervor- 
gerufen und dabei festgestellt, dass sich an der motorischen Peri- 
pherienervenfaser der Schenkelmuskel die Markscheide brach und 
der Degeneration verfiel und auch der Achsenzylinder im 
alleemeinen anschwoll und degenerierte. Ferner berichteten 
Nakamoto und Kasahara (1927), dass die Hauptsymtome bei 
der Reiskrankheit (B-Avitaminose) der Taube die Schwellung und 
die Degeneration der Bestandteile der im Herzen verzweigten 
Nervenachsenzylinder, besonders der Nervenendigung seien. Ito 
(1926) beobachtete an der mit poliertem Reis und Wasser gefiitter- 
ten Ente den Nervus ischiadicus. Dureh die Marky’s-Farbungs- 
methode traten an verschiedenen Stellen der Nervenfaser osmium- 
gefarbte Substanzen in Erscheinung und in der Markscheide waren 
viele kleine osmiumgefarbte Granula, d.h. Elsholz’sche Kornchen, 
vorhanden; die Ursache davon war die fettige Degeneration; beim 
Fortschreiten der Degeneration brach und zerriss die Markscheide, 
der Achsenzylinder verlor seine Form, schwoll an, verzweigte sich 
und sehliesslich verschwand die Faser ganz. Kura und Kasahara 
(1928) riefen durch Fiittern von poliertem Reis und Wasser die 
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2eiskrankheit (B-Avitaminose) bei der Taube hervor und _ beo- 
bachteten genau die Verainderungen der sympathischen Nervenfaser 
des Muskulus arrector pili und deren Nervenendigung und 
erklirten, dass das Hauptsymtom der Degeneration beim Achsen- 
zylinder die Schwellung war. Ferner berichteten Kura und 
Mizuno (1928) von der Degeneration der Nervenfaser der Rinden- 
substanz, némlich einer Schwellung des Achsenzylinderfortsatzes 
des Kleinhirns bei der mit poliertem Reis und Wasser gefiitterten 
Taube, die von der Reiskrankheit (B-Avitaminose) befallen war. 
Sato (1933) teilte mit, dass bei Hthnern durch Fiitterung von 
poliertem Reispulver, Asche von Kleien und Wasser und beim 
Kaninchen von poliertem Reispulver und Reisstroh die Reiskrank- 
heit (B-Avitaminose) hervorgerufen war, die Ganglien der Riicken- 
marksnerven in Atrophie verfielen. 

Die pathologisch-histologischen Veranderungen der Zentral- 
und Peripherienerven bei der Reiskrankheit (B-Avitaminose) 
wurde, wie oben erwahnt, von vielen Autoren genau beobachtet. 
Was aber die Beobachtung der Fettstoffe betrifft, so habe ich ausser 
den Hrorterungen des oben genannten Ito keine andere Berichte 
in der Literatur gefunden. 

Ks ist seit Thudichum (1901) schon lange bekannt, dass in 
den Nervengeweben die Fettstoffe reich vorhanden sind; diese sind 
Lecithin, Kephalin, Sphingomyelin, Cholesterin und Cerebroside. 
Nach obigem steht es fest, dass bei den Vogeln infolge der Reis- 
krankheit eine Veranderung der Nervengewebe entsteht und daraus 
ergibt sich die Folgerung, dass selbstverstandlich auch in den 
Bestandteilen der Gewebe besonders den Fettstoffen, die in den 
Nervengeweben reich enthalten sind, sich Verainderungen zeigen 
miussten. 

Hier ftihre ich nun die Literatur an, die tiber die biochemische 
Untersuchung der Beziehungen der Fettstoffe zur B-Avitaminose 
berichtet. Nach Naito (1928) erleidet das Lecithin im Gehirn der 
Avitaminosen Ratte keine Veranderung oder nur eine geringe 
Abnahme, und auch das Kephalin bleibt unverandert. Nach Hotta 
(1923) zeigen die Phosphatide im Hirn der Reistaube keine 
Veranderungen oder eine Abnahme, das Cholesterin eine Zunahme. 


Umsatz der Fettstoffe in den Nervengeweben. 155 


Gassner (1927) untersuchte die Veriainderung der Cholesterin- 
menge in dem Gehirn, Riickenmark und den Fliigelnerven bei der 
Reistaube und berichtete von einer Zunahme der freien Cholesterin- 
menge verglichen mit der Normaltaube. Das gebundene Chole- 
sterin zeigte nach ihm in den Fliigelnerven Neigung zur Zunahme, 
doch erleidet die Menge im Gehirn und Riickenmark keine 
Veranderung. Schmitz (1928) beobachtete, dass die Phosphatide 
im Blute bei der B-Avitaminose abnahm, und dachte, dass es 
durch Gleichgewichtsst6rung des Umsatzes infolge der Entkraftung 
der Synthese der fiir das Gehirn wichtigen Substanz hervorgerufen 
wurde. Er konnte hierauf durch Zufiigung irgendeiner Menge 
Phosphatide den Laufe der Krankheit der Taube aufhalten, doch 
die Krankheit nicht heilen lassen. 

Aber man sieht aus den obigen Berichten, dass die Reiskrank- 
heit (B-Avitaminose) nur durch die Fiitterung von poliertem Reis 
entsteht. Durch Fujimaki (1928) wurde bekannt, dass beim 
Schalen mit Sand das Vitamin B, des Reises ganzlich verloren 
geht, wahrend beim Schalen ohne Sand eine geringe Menge iibrig 
bleibt. Doch behauptet Axtmayer (1930), dass im polierten Reis 
weder B,- noch By- Vitamin enthalten sei. Im polierten Reis sind 
also die Vitamine B; und Bs tiberhaupt nicht oder kaum vorhanden. 
Daher fehlen den mit poliertem Reis geftitterten Tieren nicht nur 
das Vitamin B,, d. h. das antineuritische Vitamin, sondern auch Be 
und die Beziehungen der durch die Reisfiitterung entstehenden 
Krankheit, d.h. Reiskrankheit (B-Avitaminose) zu diesen Vita- 
mine sind unklar. 

Hier habe ich nun dem politerten Reis eine gentigende Menge 
Eiweiss und anorganische Salze sowie die Vitamin A und C beige- 
fiigt und rief so B-Avitaminose hervor. Also rief ich reine B- 
Avitaminose hervor und schied diese ganzlich von der Reiskrank- 
heit, dann beobachtete ich den von Vitamin B,; und Be auf den 
Fettstoffumsatz ausgetibten Einfluss. 

Nachstdem, um die Veranderungen der Fettstoffe der Nerven- 
gewebe der Versuchstiere untersuchen zu konnen, war es wichtig, 
festzustellen, welche Fettstoffe im polierten Reis enthalten sind und 
wie diese in den Kérper der Taube aufgenommen werden. Ks ist 
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bekannt, dass Lysolecithin auf die Erythrozyten eine Hamolyse 
erweckt. Durch Belfanti(1924) wurde klar, dass das Lysolecithin 
im Pankreas und in den Speicheldriisen enthalten ist. Iwata 
(1930) zog eine grosse Menge Lysolecithin aus dem polierten Reis. 
Bis jetzt wurde beziiglich der Fettstoffe des polerten Reises nur 
von dem Fett des Atherextraktes in demselben berichtet {Saiki 
(1931)}, wihrend es keine Literatur gab, die von Gesamtfettsaure, 
Cholesterin, Lecithin und Kephalin berichtete. Da im polierten 
Reis Lysolecithin enthalten ist, nimmt man an, dass auch Lecithin 
vorhanden ist, und man kénnte als selbstverstandlich annehmen, 
dass, weil in den tierisechen Geweben Lecithin und Kephalin fast 
immer vorhanden sind, ausser dem Lecithin auch Kephalin im 
polierten Reis vorhanden sein muss. Hier habe ich diese Probleme 
in Angriff genommen und die Beziehungen zwischen der Reiskrank- 
heit oder B-Avitaminose und dem Umsatz der Fettstoffe der 
Nervengewebe der Vogel griindlich untersucht. 

HKigentlich stehen die Fettstoffe durch ihre Fettsaure und ihre 
anderen Bausteine mitteinander in inniger Beziehung und 
Degkwitz (1931) erklart diese sehr gut. Man kann sich vor- 
stellen, dass, wenn bei der By Bs und B,-Avitaminoseftitterung sich 
ein abnormaler Umsatz eines der Fettstoffe der Nervengewebe der 
Taube zeigt, hierauf auch das Gleichgewicht des Umsatzes der 
anderen gestort wird; doch ist bis jetzt bei den Untersuchungen 
des Fettstoffumsatzes diesem Punkte gar keine Beachtung geschenkt 
worden. 

Um die Beziehung zwischen den Fettstoffen der Nervengewebe 
und den Vitaminen B,; and Be zu kliren, habe ich bei der mit der 
B, Bs-avitaminotischen Nahrung gefiitterten, sowie ferner bei der 
mit der By-avitaminotischen gefiitterten Taube die Zu- und 
Abnahme einzelner Fettstoffe im Nervensystem beobachtet. 

Weil die Tiere bei der Reiskrankheit (B-Avitaminose) infolge 
Appetitlosigkeit hungerten und ihr Koérpergewicht abnahm, habe 
ich ferner bei den ins Hungern verfallenden Tieren den Umsatz 
der Fettstoffe beobachtet. 
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Experiment. 


Il. EErrrstorre DES REISEs. 


Wie in der Einleitung erwahnt wurde, muss man wissen, 
welche Fettstoffe in dem polierten Reis enthalten sind, um zu 
erklaren, ob Beziehungen zwischen den Fettstoffen der Nerven- 
gewebe und des polierten Reises bei der Reiskrankheit (B-Avita- 
minose) vorhanden sind oder nicht. 

Als Experimentmaterial wurde der beste in der Stadt ver- 
kaufte Reis verwendet (Asahigo, 10 Monate nach der Ernte), mit 
Wasser gewaschen, und nachdem er getrocknet war, in der Mile 
zu Pulver gemahlen. Dies wurde in einem 5 qmm-Sieb gesiebt und 
der gesiebte Teil als poliertes Reispulver benutzt. 

A. Die Gesamtfettsdure- und Gesamtcholesterinmenge im 

polierten Reis. 

Bis jetzt ist als Fettstoff im polierten Reis nur der Ather- 
extrakt des polierten Reises angegeben worden, doch war es nicht 
bekannt, was fiir ein Fettstoff im Atherextrakt enthalten ist. 

Extraktion der Fettstoffe: 5002 poliertes Reispulver wurde 
24 Stunden in 700 cem Ather extrahiert, Atherextrakt filtriert, der 
Riickstand wieder in Ather extrahiert und filtriert. Extraktion: 
wurde noch weiter dreimal wiederholt, der ganze Atherextrakt 
zusammengemischt, dann in Vakuum konzentriert, in einen Becher 
ungefiillt, der Ather bei niederer Temperatur verdampft und bei 
50° getrocknet. Darauf wurde im Exsiccator auf Calciumehlorid 
abgektihIt und gewogen. Aus 500g poliertem Reispulver gewann 
man etwa 1,1-1,3 g¢ Extrakt. 

Gesamtfettsauremenge: Das Atherextrakt des polierten Reises 
wurde nach Kumagawa- und Suto’scher Methode (1908) 
bestimmt. Aus 500 g poliertem Reispulver ergab sich 1,2 ¢ Gesamt- 
fettsaure. 

Gesamtcholesterinmenge: Aus dem Atherextrakt des polierten 
Reises bestimmte man das Gesamtcholesterin nach Osato und 
Heki (1930). Aus 500g poliertem Reispulver erhielt man 15 mg 


Gesamtcholesterin. 
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B. Lecithin und Kephalin im polierten Res. 

Nach der Levene’schen Methode (1924) die das Lecithin von 
der Bohne trennte, wollte ich das Lecithin nachweisen. Aus 1 kg 
Reispulver konnte man aber weder Stickstoff noch Phosphor von 
Lipoidnatur feststellen. 

Ferner wollte ich nach Sueyoshi (1931) das Lecithin im 
poherten Reis nachweisen. 

Hierauf konzentrierte man den Atherextrakt des 1 kg polierten 
Reises und fallte diesen mit Aceton. Der Niederschlag wurde in 
Ather aufgelést, mit Aceton gefiallt, diese Behandlung wurde 
wiederholt, bis Aceton keine Farbung zeigte. Der Fallung gab man 
Reinalkohol bei, und der Alkoholl6sung wurde CdCls-Reinalkohol- 
losung beigfiigt und eine Fallung gemacht. Diese wurde durch 
Zentrifugiererung entfernt, einmal mit reinem Alkohol gewaschen 
und im Exsiceator im Vakuum getrocknet, dann wurde Ather 
beigegeben. Hin atherloslchr Teil (Kephalin-Cadmiumsalz) war 
gar nicht vorhanden, hierauf wurde der atherunldsliche Teil noch 
einmal im Exsiceator im Vakuum getrocknet. Von dieser getrock- 
neten Substanz gab man eine kleinen Menge in ein Spitzglas, fiigte 
ein wenig 60-80% Alkohol hinzu, erhitzte es bis auf 60-80°C und 
liess es aufldsen. Hierauf liess man es ruhig an einem kiihlen Ort 
stehen, goss die obere klare Fliissigkeit ab, brachte ein wenig von 
der Fallung auf ein Objektelas, deckte es mit dem Deckglas zu 
und stellte mikroskopisch keine Kristalle fest, und in dieser Sub- 
stanz konnte man weder Stickstoff noch Phosphor nachweisen. 

Lecithin und Kephalin in der Reiskleie: Nach der oben 
erwahnten Levene- und Rolf’schen Methode wollte ich das 
Lecithin und Kephailn aus der Reiskleie trennen. Zuerst wurde 
der Atherextrakt der 500 ¢@ Reiskleie mit Aceton gefallt und man 
erhielt eine weisse, nicht klebrige Substanz, welche weder Phosphor 
noch Stickstoff enthielt. Hierauf fallte man den heissen Rein- 
alkoholextrakt der Reiskleie mit CdCls, behandelte ihn ferner mit 
ammoniumhaltigem Alkohol, liess das Filtrat verdampfen und 
trocknen. Auch in dieser Substanz konnte weder Phosphor noch 
Stickstoff nachgewiesen werden. 

Lecithin und Kephalin im frischen polierten Reis: Man schnitt 
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reifen Reis vom Reisfeld, nahm nur die Reishiille und machte sofort 
mit der Reisschiilmaschine daraus polierten Reis, der in einem 
Morser pulverisiert wurde. Im so gewonnenen -1 kg Reispulver 
konnte ich durch dieselbe Methode wie die oben erwiihnte bei 
altem Reis, weder Lecithin noch Kephalin nachweisen. 

Aus meinen Versuchen wurde klar, dass in dem reifen Reis 
weder Lecithin noch Kephalin enthalten ist. Daher nehmen die 
Tiere bei der Fiitterung dieses Reispulvers das Lecithin und 
Kephalin, die beide fiir die Gewebe der Tiere so wichtige Bestand- 
teile sind, nicht auf, und deswegen ist der Umsatz der Fettstoffe im 
Korper in diesem Fall wohl noch ein interessierendes Problem. 


II. User pic BESTIMMUNG DER GEWEBEFETTSTOFFE. 


Wenn bei dem Studium des Fettumsatzes nur ganz kleine 
Mengen des Materials ftir die Bestimmung der Gewebefettstoffe 
geliefert wird, ist es natiirlich, dass die Bestimmungsmethode 
grossen Einfluss ausiibt. Also habe ich von den bisherigen Bestim- 
mungsmethoden diejenigen gewahlt, die am geeignetsten schienen, 
diese bis ins kleinste ausprobiert und dann verbessert. Ich gebe 
unten die Ergebnisse bekannt. 


1. Die Extraktion der Gewebefettstoffe. 


Bei der Bestimmung der Gewebefettstoffe spielt die Extrak- 
tion der Fettstoffe eine wichtige Rolle. Die Methode von Kuma- 
gawa-Suto (1908) erméglicht im allgemeinen eine vollkommene 
Extraktion aus dem Gewebe; aber bei Verwendung von kleinen 
Mengen ist sie unpraktisch. Osato und Heki (1928) liessen das 
Gewebe gefrieren, zersetzen und zermalmten es durch Reibung mit 
Glassplittern und extrahierten die Fettstoffe durch Alkohol-Ather- 
Mischung. Endo (1928) priifte diese Methode nach, und ver- 
wandte an Stelle von Vereisung Schmirgel und zerrieb mit kleiner 
Menge von Alkohol. Er priifte weiter das Verhaltnis von reinem 
Alkohol und Ather, um aus dem gemahlenen Brei alle Fettkérper 
auf einmal zu lésen, und kam zu dem Ergebnis, dass die Mischung 
der beiden Fliissigkeiten in gleicher Dosis am geeignetsten zur 
Extraktion sei. Ich dachte, dass die Methode Osato-Heki und 
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die Endo’sche Methode am geeignet seien, um eine kleine Menge 
der Fettstoffe im natiirlichen Zustand zu extrahieren und prifte 
dieselben nach. Beide Methoden stimmen in ihren Ergebnissen 
iiberein, aber bei der Zerreibung nach Osato-Heki besteht die 
Gefahr, dass Glassplitter abspringen, und die Behandlung selbst 
ist umstindlicher als die der Endo’schen Methode. Ich gebrauchte 
deshalb die Endo’sche Methode. 

Man nimmt 0,2-0,5 g frischen, rohen Materials auf ein Deck- 
glas (22x32mm) in einem flachen Wageglas und wiegt, gibt es 
sodann samt dem Deckglas in einen Porzelanmoérser und zerreibt 
es mit der 5 fachen Quantitét Schmirgel. Darauf fiigt man 2 ccm 
reinen Alkohol hinzu und zerreibt, dann fiigt man 4 ccm Alkohol- 
Ather-Mischung hinzu, reibt noch einmal eine Weile, und fiillt 
dann das Ganze durch einen kleinen Trichter in einen 100 ccm 
fassenden Meyerkolben. Darauf spiilt man den Morser mit je 4 cem 
Alkohol-Ather 5 mal und tut auch dies in den Meyerkolben. Man 
lasst den Kolbeninhalt 30 Sekunden auf Wasserbad von 60—70°C 
kochen, kiihlt bei Zimmertemperatur ab und filtriert die Fliissig- 
keit in einen 50 cem fassenden Messkolben ab, spiilt den Kolben 4 
mal mit je 4cem Alkohol-Ather-Mischung und fiigt Alkohol-Ather- 
Mischung bis zu 50 cem hinzu. 


2. Bestimmung der Gesamtfettsdure. 


Die Methode von Kumagawa und Suto (1908) ist nur bei 
erossen Mengen verwendbar und deshalb fiir kleinere Mengen 
unbrauchbar; es gibt verschiedene Bestimmungsmethoden fiir 
kleine Mengen. In den meisten Fallen wurde die Oxydations- 
methode verwandt. Da es aber ziemlich einfach ist, ungefahr 2 mg 
Gewebefett mit der Wage abzuwiegen, extrahierte ich vorerst wie 
oben die Fettstoffe, verseifte den Extrakt durch Natronlauge, 
machte die Fettsdure durch Saure frei und extrahierte daraus 
wiederum die Fettsiure durch den Kumagawa-Suto’schen 
Flissigkeit-Extraktionsapparat. 

Zunachst versuchte ich es mit Palmitinsiure (Merck- 
Praparat): Die Palmitinséure wurde mit Natronlauge verseift, 
der Seifelosung Salzsdure beigefiigt und die Fettsiure frei gemacht, 
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sie wurde mit Ather und dann mit Petrolather extrahiert. Die 
durch Petrolather extrahierte Fliissigkeit goss ich in einen Becher 
und hess Petrolather verdampfen. Es besteht aber die Gefahr, 
dass der Petrolitherextrakt mit dem Petrolather zusammen iiber 
den Rand des Bechers verloren geht, deshalb schliff ich den Rand 
des Bechers, von 20 ecm Inhalt. 

Bei der Extraktion der Fettsiure mit Ather iiberlegte ich, ob 
ich den Scheidetrichter oder den Flissigkeitsextraktor verwenden 
sollte, um es méghchst einfach, 6konomisch und genau zu machen. 

Wenn man den Scheidetrichter anwenden will, muss man 
vorsichtig sein, dass Hahnfett durch den Ather aufgelost wird. 
Ich verschloss daher den Hahn anstatt mit Fett mit Destillations- 
wasser, wodurch ich ein gutes Ergebnis erzielte. (Tabelle I) 


TABELLE I. 
Gesamtfettsaure 
wena Gefunden 
neeeen Theoretisch, 
mg ne % 

1 4,0 3,860 97,0 

2 4,0 3,995 99,9 

3 2,0 2,045 102,0 


Darauf extrahierte ich anstatt mit einem Scheidetrichter mit 
dem Mikrofliissigkeitsextraktor im Laufe von drei Stunden die 
Fettsaure, und das Ergebnis war, wie Tabelle II zeigt bei 4 mg 
Fettsaure 99%, bei 2 mg 105%. 


TABELLE IT. 
Fettsaure 
ie Gefunden 
Versuch Theoretisch. 
mg mg % 
: “6 3,96 aon 
i 2,10 105,0 


162 . Y. Takata 


Man kann, wie Tabelle I und II zeigen, entweder den Schei- 
detrichter oder den Fliissigkeitsextraktor verwenden. Wenn man 
aber den Fliissigkeitsextraktor verwendet, dauert die Extraktion 
sehr lange, dagegen braucht man weniger Ather als bei Anwendung 
des Scheidetrichters. Ich verwandte zur Bestimmung des Gewebe- 
fetts den Fliissigkeitsextraktor. 

Demniachst bestimmte ich die Fettsiure des Huhn-Hirns. Um 
die Menge der Natronlauge zu bestimmen, welche benotigt ist, 20 
eem von 100 cem Extrakt aus 1g Material zu verseifen, versuchte 
ich Verseifung mit 5cem und 6ceem 20%iger Natronlauge und 
erzielte ganz dasselbe Ergebniss. 

Die Bestimmungsmethode der Gesamtfettsdure ist also wie 
folgt: 20cem Alkohol-Ather-Extrakt gibt man in einen 100 ccm 
fassenden Meyerkolben und lasst diesen auf einem Wasserbad 
solange verdampfen, bis der Athergeruch verschwindet. Dazu 
fiigt man 5 cem 20% ige Natronlauge und erhitzt, bis kein Alkohol- 
geruch mehr wahrnehmbar ist, fiigt darauf 5eem Wasser hinzu 
und erhitzt das Ganze wiederum. Nach Beendigung der Verseifung 
fiillt man die noch heisse Flissigkeit in den Flissigkeitsextraktor. 
Den Kolben spilt man mit heissem Wasser und fiillt dieses 
Spiilungswasser auch in den Fliissigkeitsextraktor. Darauf sduert 
man den Inhalt des Extraktors mit reiner Salzsaure, macht die 
Fettsaure frei, wartet ab, bis die Flissigkeit sich abkthlt und 
extrahiert dann mit Ather drei Stunden. Man lisst den Ather 
verdampfen, extrahiert den Riickstand mit reinem Ather, filtriert 
den Extrakt durch einen Asbestfilter in den 50cem fassenden 
Meyerkolben. Nachdem der Ather verdampft ist, trocknet man 
das Ganze bei 50°C eine Stunde, und wihrend es noch warm ist, 
fiullt man die noch heisse Fliissigkeit in den Fliissigkeitsextraktor. 
mit einem Korken und lasst es eine Stunde lang bei Zimmer- 
temperatur stehen. Darauf filtriert man die Fliissigkeit abermals 
durch einen Asbestfilter in einen bis zum konstanten Gewicht 
getrockneten 30 cem fassenden, verschliffenen Becher. Den Petrol- 
ather lasst man langsam verdampfen und lisst den Riickstand bei 
50°C in einem Trockenschrank bis zu seinem konstanten Gewicht 
trocknen. Ss" 
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3. Bestimmung von Cholesterin. 


Ks gelang Osato und Heki (1930), die Digitoninmethode fiir 
Cholesterinbestimmung im Falle sehr kleiner Mengen gelten zu 
lassen. Die Extraktionfliissigkeit aus dem Gewebe wurde ver- 
dampft, durch Aceton extrahiert, ein wenig Wasser hinzugefiigt, 
und nachdem das Ganze auf 50-60°C erwarmt wurde, 0,5-1,5 eem 
Digitonin-Alkoholl6sung zugeftigt und ein vollkommener Nieder- 
schlag des Digitonids erzielt, es wurde weiter festgestellt, dass 
andere Arten von Fettstoffen einen vollkommenen Niederschlag des 
Digitonincholesterids nicht beeinfiussen. 

Ich verwandte zur Bestimmung des Cholesterins des Gewebes 
die Osato und Heki’sche Methode, und zur Filtrierung des 
Digitonids benititzte ich einen Filter aus Jenaglas (10G, 3) von 
den Zeiss-Werken. 

Bildung eines Niederschlages von Cholesterindigitomd und 
dessen Verhaltnis zur Warme und die Spiillungsweise: Osato und 
Heki (1930) empfehlen zur Bildung eines Niederschlages des 
Digitonids 50-60°C und zur Spiilung desselben zuerst Aceton und 
dann Ather. Ich habe den notigen Warmegrad zur Bildung eines 
Niederschlages, die Zeitdauer der Erwarmung, sowie die Menge des 
zur Spiilung von iiberfliissigem Digitonin benotigten Acetons und 
Athers ausfiihrlich studiert. 


TABELLE III. 


: Die zur Cholesterin- 
2 sla Pie Spiilung des spe Menge 
eRe Menge ° e1tdauer | Niederschlags |__ @°" (Gefunden ) 
Versuch (Theoretisch. ) ' Min. : gebrauchte ates 
me Menge des schl. | me | % 
Acetons u. ae 
il 1,39 60 5 Athers ist aye |) SIBYH || “OS 
ss : 50 . je 20 com 5,66 1,38 99 


Wie Tabelle III zeigt, kann der Wairmegrad zwischen 50-60°C 
sein; aber bei 60 Grad verdampft das Aceton, und manchmal lauft 
es tiber. Deshalb ist zu empfehlen die Temperatur auf 50°C und 
die Zeitdauer auf 5 Min. zu halten. . 

Wie Tabelle IV zeigt, geniigen je 10cem Aceton und Ather, 
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TABELLE IV. 


: Die zur Sptilung Cholesterin- 

Cholesterin- | ges Niederschlags | Niederschlags- Menge 
Versuch Seasen sh.) bendtigte Aceton- menge (Gefunden) 

(Theoretisch. und Ather-Menge mg 

me cem mg % 
1 1,39 je 10 5,75 1,40 101 
2 p. f 5,90 1,44 103 
3 3 x 6,00 1,46 106 
4 A je 20 5,66 1,38 99 
5 F “ 5,61 1,36 98 
6 5 ts 5,66 1,38 99 


um ungefaihr 6 mg Niederschlag von Cholesterindigitonid zu spiilen. 

Die Bestimmung von Gesamtcholesterin aus dem Gewebe: 
Osato und Heki kochten 3mg Cholesterin in einer 2%igen 
Natriumalkoholatlosung von 2 eem wahrend 2 Stunden und konnten 
dadurch das Cholesterinester vollkommen verseifen. Auch ich habe 
gleich ihnen, um den Extrakt aus dem Gewebe zu verseifen, in 
2eem 2%iger Natriumalkoholatlosung 2 Stunden kochen lassen. 
Dann extrahierte ich wahrend 3 Stunden mit dem Mikrofltissig- 
keitsextraktor durch Ather, spiilte die Extraktionsfliissigkeit mit 
wenig Wasser, sammelte die Atherschicht in einen Becher und 
liess den Ather verdampfen. Aber ich befiirchtete, dass, wenn man 
den Atherextrakt mit Wasser spiilt, durch diese Spiilung etwas von 
dem Cholesterin verloren gehen kénne, weshalb ich die Beziehung 
der Sptilungswassermenge zur Cholesterinmenge untersuchte. 

Ich loste das gereinigte Cholesterin in angewarmtem Alkohol 
auf, goss 2%ige Natriumalkoholatlésung hinzu, liess 2 Stunden 
kochen und dann abkiihlen. Darauf bestimmte ich die Menge von 
Cholesterin, das, nachdem es wahrend drei Stunden mit dem 
Flissigkeitsextraktor extrahiert wurde, mit Wasser von verschie- 
dener Menge gesptilt wurde, und die Menge von solechem Chole- 
sterin, das nach der Extraktion nicht mit Wasser behandelt worden 
war. 

Wie Tabelle V zeigt, geht ein gewisser Teil von Cholesterin bei 
der Wasserspiilung der Extraktionsfliissigkeit in das Wasser iiber. 
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TABELLE V. 
ze Die zur Spiilung Cholesterin- 
eat ee des Niederschlags | Niederschlags- Menge 
Versuch & gebrauchte menge (Gefunden) 
(Theoretisch. ) : : 
Wassermenge mg 
mg ‘ 
eem mg Yo 
einmal mit 3 cem z 

1 1,39 Ge) eitislinens 5.05 123 88,4 
2 = 2-mal mit 1 ecem 5,30 1,29 92,8 
3 . einmal mit 3 ccm 500) 1,35 97,0 
ce % & ee: 5,40 i123 94,6 
5 5s nicht spilen 5,60 1,36 98,0 
6 * + as 5,80 1,41 102,0 
7 1,22 z b 5,00 1,22 | 100,0 
8 fe 3 93 5,05 28 101,0 


Deshalb rate ich, die Extraktionsfliissigkeit ohne Spiilung mit 
Wasser in einen Becher zu geben; Ather wurde verdampft, danach 
wurde der Riickstand in Aceton aufgelost. 


Als nachstes untersuchte ich, wieviel Aceton oder Ather man 


benotigt, um das bei der Bildung eines Niederschlages ihm an- 


haftende Digitonin und die unbekannten unverseifbaren Substanzen 


zu entfernen. 


TABELLE VI 


fa Mane Nieder- Gesamtcholesterin- 
Material Versuch | benotigte Aceton- schiage- pious 
und Athermenge Sie 
com g mg % 

50 com Ext. je 10 7,15 1,74 1,74 
aus dem ee 3 1.73 
O52 Hain 2 5 ae AD 7,10 ie se 
Gehirn, 3 iP ayy) 6,80 1,65 1,65 
davon ge- 
braucht 
je 10 ecem 


In Tabelle VI kommt zum Ausdruck, dass je 10 eem Aceton und 
Ather, zur Spiilung des Niederschlags von Digitonincholesterid 


benotigt 


werden. 


Die Methode der Bestimmung des Gewebe-Gesamtcholesterins 
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ist also wie folgt: Man gibt 10 ccm Alkohol-Ather-Extraktions- 
fliissigkeit in einen 50cem fassenden Meyerkolben, lasst Alkohol 
und Ather verdampfen. Den Riickstand warmt man mit 10 ccm 
reinem Alkohol und lést auf. Darauf gibt man dazu 2 cem 2%ige 
Natriumalkoholatlésung und lisst das Ganze 2 Stunden lang klein 
kochen. Nachdem sie in der Zimmertemperatur abgekiihlt ist, 
fiillt man vorsichtig die Fliissigkeit in den Mikrofliissigkeitsextrak- 
tor, spilt den Kolben dreimal mit je 2 ccm Ather, 5 mal mit 
Wasser und fiillt auch diese Fliissigkeit in den Extraktor. Mit 
der in den Extraktor gestellten Glasrdhre vermengt man die 
Fliissigkeit griindlich und extrahiert dann mit Ather 3 Stunden 
lang. Die Extraktionsfltissigkeit giesst man in einen 50 ccm 
fassenden Becher und lisst den Ather verdampfen. Den Riickstand 
lost man mit 2 cem reinem Aceton und filtriert die Fliissigkeit 
durch einen mit Watte verstopften kleinen Trichter in ein 30 cem 
fassendes Zentrifugiergefass. Den Becher sptlt man 3 mal mit 
je 2cem Aceton und filtriert auch diese Fliissigkeit durch den 
Trichter in das Zentrifugiergefiss. Auf diese Weise wird das 
durch Aceton aufgeldste Cholesterin vollkommen extrahiert und 
kann dann in das Zentrifugiergefiiss umgefillt werden. Man 
dampft den Acetonextrakt bis auf 8ccm ab, fiigt dazu 2 cem 
destilliertes Wasser. Die zu untersuchende Flissigkeit und 1%ige 
Digitoninalkohollosung warmt man waéhrend 5 Min. auf Wasserbad 
von 50°C, und nachdem sich die Fliissigkeiten vereinigt haben, 
schuttelt man sie 1-2 Min. lang. Die Fliissigkeit wird bei Zimmer- 
temperatur stehen glassen und nach einer Stunde filtriert. Zur 
Wiltrierung verwendet man einen Jenaglasfilter (10 G, 3) der Zeiss- 
Werke. Diesen Filter wascht man vorher gut mit Seife, spiilt 
eriindlich mit Wasser, Aceton und Ather und lisst ihn bei 100°C 
in emem Trockenschrank bis zum Konstanzgewicht trocknen. 
Wenn man die Flissigkeit filtriert, spiilt man darauf den Nieder- 
schlag mit 10 ccm reinem Aceton und dann 10 cem reinem Ather, 
lasst ihn bei 100°C bis zur Konstanz trocknen. Das Trocknen 
erfolgt wihrend 1 Stunde, das Abkiihlen im Exsiceator erfordert 
ebenfalls 1 Stunde. Die Cholesterinmenge ergibt sich, indem man 
den Niederschlag durch 4,11 dividiert. 
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Die Bestimmung von Freicholesterin aus dem Gewebe: Man 
nimmt ein bestimmte Menge von Alkohol-Ather-Extrakt aus dem 
Gewebe, verdampft die Fliissigkeiten und trocknet, lést darauf in 
reinem Aceton auf, filtriert in ein 30 cem fassendes Zentrifugier- 
gefass. Man bereitet 8 cem filtrierte Fliissigkeit, fiigt 2 cem Wasser 
dazu, warmt die Flissigkeit an und fiigt dazu Digitonin-Alkohol- 
Lésung. So entsteht Digitonincholesterid. Die Filtrierung des 
Niederschlages sowie die weitere Behandlung verlaufen genau wie 
bei der oben erwahnten Bestimmung von Gesamtcholesterin. 

Die Menge von Freicholesterin im 0,1 g@ Hirn des Huhns ist 
nach Tabelle VII, 1,14-1,18 mg. 


TABELLE VII. 
Niederschlags- ee ne 
Material Versuch menge 
me. mg % 

100 cem Extrakt 1 4,70 1,14 1,14 
aus dem 1 ¢ = 
Huhn-Gehirn, 2 ce 1,16 nee 
davon gebraucht 3 4,70 1,14 1,14 
Je 10 cem 4 4,85 1,18 1,18 


4, Bestimmung von Amino-Stickstoff in den 
Gewebefettstoffen. 


Ich versuchte zur Bestimmung von Amino-Stickstoff der 
Gewebefettstoffe die Van Slyke’sche Methode, aber es gelang 
nicht, da der Amino-Stickstoff in den Gewebefettstoffen in nur 
kleinen Mengen enthalten ist. Aber vor einiger Zeit verbesserte 
Nakashima (1932) die Van Slyke’sche Methode und man kann 
durch seine Methode aus geringen Mengen von Aminosaure den 
Amino-Stickstoff bestimmen. 

Weil ich diese Methode priifte und sehr genau stimmende 
Resultate erzielte, benutzte ich diese Methode nun zur Bestimmung 
von Amino-Stickstoff des Gewebefettes und gebe unten meine Re- 
sultate bekannt. 

Die Nakashima-Methode ist wie folgt: Nakashima ver- 
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besserte den Van Slyke’schen Apparat (Fig. 1) und bestimmte 
auf folgende Weise den Amino-Stickstoff: Er fullte 1 cem Wasser- 
losung der Aminosdure in ¢ ein, die dann in den Reaktionskolben r 
eindrang. Auf dieselbe Weise fiillte er als nachstes 1 cem Hisessig- 
sdure ein, sptilte dann t mit 2 cem Wasser, was auch in den Reak- 
tionskolben eindrang. Dann fiillte er in t 2cem Natriumnitrit- 
lésung ein. In ¢ und r fiihrte er Kohlensaure ein, um die im 
Reagens und der Untersuchungsfliissigkeit enthaltene Luft zu ent- 
fernen, liess dann die in ¢ enthaltene Natriumnitritl6sung in den 
Reaktionskolben nachdringen, mischte es gut, liess es wahrend 3 
Min. ruhig stehen und schiittelte es dann 1 Minute lang heftig. 
Das entstehende Gas wird in die alkalische Permanganatlésung 
enthaltende Saugkugel h geleitet, nach Schiitteln in die Gasbiirette 
zuriickgeleitet, die Volumen abgelesen und aus der Temperatur 
und dem Luftdruck die Menge des Amino-Stickstoffes bereclnet. 
Nach meinen Ergebnissen bei der Bestimmung von Amino- 
Stickstoff des Glykokolls (Glykokoll wurde bei 97°C wihrend 4 
Stunden egrtindlich getrocknet), wie Tabelle VIII zeigt, wurde aus 
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weniger als 0,04 mg Amino-Stickstoff enthaltender Aminosiiure 97-— 
103% von dem theoretischen Wert erzielt. 


TABELLE VIII. 


Aminostick- Gasmenge Aminostickstoff 
Glykokoll stoff Blind (Gefunden) Temperatur 
mg (Theoretisch. ) meas Gefunden lu aa 
= ecm sia mg % 
0,1885 0,035 0,03 0,09 0,036 103 IAG 
” ” oP) ” 0,036 103 TEFL mm 
0,1905 0,036 #2 mr 0,035 97 
” vs ae bs 0,035 97 20° C 
” ” ” ” 0,035 97 767 mm 
” s ay 5 0,035 97 


Bestimmung des Amino-Stickstoffes in den Gewebefettstoffen: 
Bevor ich die Nakashima-Methode zur Bestimmung des Amino- 
Stickstoffes im Gewebefettstoffe benutzte, wollte ich von verschie- 


denen Seiten diese Methode ausprobieren. 

Ich versuchte zuerst, wie man eine Losung 
der Gewebefettstoffe erzielen und diese vollkommen 
in den Reaktionskolben einfiihren kann. Zu diesem 
Zweck verfertigte ich ein Spitzglas mit einem 
Glasstopsel, wie die Abbildung (Fig. 2) zeigt. Der 
Durchmesser desselben betragt 2,2. cm, die kleine 
Spitze verschmalert sich zu einem Durchmesser von 
1,2¢m und bei einem Inhatl von 1 cem wird das 
Glas gezeichnet. Man extrahiert wie gewohnlich 
das Organ mit Alkohol-Ather, gibt die Fliissigkeit 
in einen 100 cem fassenden Kjeldahlkolben und 
lasst sie unter Vakuum verdampfen. Die wiederum 
mit reinem Ather extrahierte Fliissigkeit filtriert 
man in das Spitzglas, lisst den Ather verdampfen, 
gibt zu dem Riickstand ungefahr 0,2 cem Alkohol, 
erwarmt und lost ihn auf, gibt 2 cem angewarmtes 
Wasser hinzu, verschliesst das Glas mit einem 
Stopsel und schiittelt es heftig. Diese Fliissigkeit 


Fig. 2. 
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lasst man in einem Wasserbad bis auf 1 cem verdampfen, und ver- 
wendet diese zur Untersuchung. Wenn man den Amino-Stickstoff 
aus einer Alkohol enthaltenden Fliissigkeit bestimmen will, dringt 
der Alkohol, von der Kaliumpermanganatlésung nicht aufgenom- 
men, mit dem Stickstoffgas in die Gasbtirette ein, sodass der Alkohol 
bei der Bestimmung von grosser Stérung ist. Die 0,2 eem Alkohol 
gehen aber ganz verloren, wenn man die dem Alkohol beigeftigten 
2ecem Wasser bis auf 1 cem verdampfen lasst. Diese so gewonnene 
lecm Untersuchungsflissigkeit fiihrt man bei ¢ in den Apparat 
ein, liisst sie darauf in den Reaktionskolben vordringen ; das Spitz- 
elas spilt man mit 2cem Wasser und fiihrt auch dies durch ¢ in 
den Reaktionskolben ein. Wenn man so das Waschwasser des 
Spitzglases von ¢ bis in den Reaktionskolben vordringen lasst, wird 
die zu untersuchende Fliissigkeit vollkommen in den Reaktions- 
kolben tiberfiihrt. 

Ich benutzt zur Untersuchung das Hirn vom Huhn. Man ex- 
trahiert 0,3 g@ frisches Hirn mit Alkohol-Ather, fiillt den Extrakt 
im Messkolben genau zu 100 ccm auf und gibt je 10 cem dieser 
Flissigkeit zu einer Untersuchung in einen 100 ccm fassenden 
Kjeldahlkolben, lasst sie unter Vakuum verdampfen, extrahiert 
sie wiederum mit reinem Ather. Darauf filtriert man die Fliissig- 
keit durch einen Asbestfilter in das Spitzglas, lasst sie verdampfen, 
lést dann wiederum mit Alkohol auf. Man fiigt dazu warmes 
Wasser und schittelt, dann treibt man den Alkohol aus. Diese 
Wasserlosung verwendet man zur Untersuchung. 


TABELLE IX. 


mperes Tededor Gasmenge ees 
; tickstoff |Temperatur 
Versuch | Stehenlas- der Blind- 5 : 

ees See sg versie Gefunden| 29° 

Aan in. eem 

Min. com me J | Tuftdruck 
1 3 1 0,03 0,10 0,038 | 0,013) 760mm 
2 B} ) 3 0,11 0,044 | 0,015 
3 3 3 e 0,10 0,038 | 0,013 
4 5 1 Ae 0,10 0,038 | 0,013 
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Wie Tabelle LX zeigt, ist die Zeitdauer des Stehenlassens und 
des Schiittelns genau wie beim Gewinn des Amino-Stickstoffes aus 
Aminosadure, d.h. nachdem man die zu untersuchende Fliissigkeit 
und das Reagens vereinigt hat, lisst man die Fliissigkeit 3 Min. 
stehen und schiittelt sie 1 Minute. 

Wie im Vorhergehenden bereits erwahnt, ist bei der Extrak- 
tion der Fettstoffe die Mischung der gleichen Mengen von reinem 
Alkohol und Ather am besten als Lésungsmittel, aber es ist fraglich, 
ob sich die Amino-Stickstoff enthaltenden Fettstoffe auch mit dem 
gleichen Losungsmittel vollkommen extrahieren lassen. Deshalb 
versuchte ich Extraktionen des Hirns mit der Mischung der ver- 
schiedenen Menge jedes Alkohols und Athers, um festzustellen, mit 
welchem Loésungsmittel der meiste Amino-Stickstoff gewonnen 
werden kann. 

In Tabelle X, bei Nr. 3, sind 90%iger Alkohol und wasserhal- 
tiger Ather vermischt zur Extraktion angewandt worden, aber die 
Verdampfung unter Vakuum wird durch Schaumbildung un- 
moglich. Daher verwendet man zur Extraktion der amino-stick- 
stoffhaltigen Fettstoffe aus dem Gewebe entweder eine Mischlosung 
gleicher Mengen von reinem Alkohol und Ather, oder eine Misch- 
losung gleicher Mengen von reinem Alkohol und wasserhaltigem 
Ather. 


TABELLE X, 
Menge d.|Konzen-|Konzen- Cas menge Amninostick 
_ ‘ trati - stoff Temperatur 
Versuch Huhn tration sb ne Blind- | Gefun- = a 
Gehirns des es ; ee | ACG 
: iAieabolal Athers versuch den 4 
4 ae j com com me Jo Luftdruck 
4 0,5 | rein | rein | 0,03 | 0,17 | 0,078} 0,016; 76mm 
Wasser- 
2 0,5 rein | haltig 5 0,17 +| 0,078} 0,016 
3 0,5 90 % - ” 


Ferner dachte ich, dass ein besserer Erfolg erzielt wird, wenn 
die Menge des Athers bei der Extraktion den des Alkohols iiber- 
steigt, weil Alkohol die Amino-Stickstoff liefernden Gewebefettstoffe 
fallt. Aus Tabelle XI ersieht man, dass das Verhaltnis von Alkohol 
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TABELLE XI. 


Verhiltnis von Gasmenge Aminostickstoft 
Alkohol- und Temperatur 
Material Ather-Menge Blind- Gefunden TOC 
= versuch eam mg % a 
Alkohol Ather cem Luftdruck 
One aie | 0,03 0,11 0,047 | 0,009 | 760mm 

Huhn- 3 FA 0,11 0,047 0,009 
Gehirn 5 - 0,06 0,018 0,004 


und Ather 1:1, oder 1:3 am geeignetsten ist; wenn der Alkohol 
weniger ist als der Ather, verliert auch der durch Extraktion aus 
den Fettstoffen gewonnene Amino-Stickstoff an Wert. 

Bestimmungsmethode des Amino-Stickstoffs wm Gewebefett: 
Mit reinem Alkohol und Ather (1:1) extrahiert man ungefahr 
0,2-0,5 g Material, filtriert dasselbe in einen 100 ccm fassenden 
Kjeldahlkolben, gibt zu dem Riickstand reinen Ather, worauf 
man die Extraktionsfliissigkeit in das von mir erdachte Spitzglas 
filtriert. Nachdem der Ather langsam verdampft ist, fiigt man 
0,2 cem reinen Alkohol dazu, warmt sie an und lost sie auf, fiiet 
dazu 2cem Wasser und schiittelt gut. Darauf taucht man das 
Spitzglas in ein 80-90°C Wasserbad, schiittelt es mehrmals und 
lasst die Flissigkeit bis auf 1eem verdampfen. Die so erzielte 
1cem Untersuchungsflissigkeit ftillt man in den Reaktionskolben 
des Mikro-Amino-Stickstoff-Bestimmungsapparates, fiigt dazu 10 
Tropfen Amylalkohol, 1 cem Hisessig, vermischt es gut, dann spiilt 
man das Spitzglas mit 2 cem Wasser, was man auch in den Reak- 
tionskolben fiillt. Durch die Natriumnitritl6sung und die im 
Reaktionskolben enthaltene Fliissigkeit fiihrt man wahrend 1 Min. 
Kohlensaure, entfernt dadurch die vorhandene Luft, lasst, nachdem 
sich die Flissigkeit und die Natriumnitritlésung vereinigt haben, 
das Ganze 3 Min. lang stehen, schiittelt es dann 1 Min. lang heftig, 
leitet das dadurch entstandene Gas in die Permanganatlésung und 
schtittelt es wiederum 1 Min. lang. Die ausser Stickstoff ent- 
standenen Gase werden aufgesogen, der Stickstoff kehrt in die 
Gasburette zuriick, man liest das Volumen ab und berechnet nach 
Temperatur und Luftdruek die Stickstoffmenge. 
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5. Bestimmung der Gewebsphosphatide. 


Es sind verschiedene Bestimmungsmethoden der Phosphatide 
zu erwahnen: Oxydationsmethode nach Bloor (1929), die von 
Katsura, Hatakeyama und Tajima (1933) verbesserte Bloor- 
sche Oxydationsmethode, Kolorimetrie nach Bell und Doisy 
(1920), Gravimetrie nach Embden (1921) und Titrationsmethode 
nach Iversen (1920) us.w. Ich wihlte unter den genannten 
Bestimmungsmethoden der Phosphorbestimmung die Titrations- 
methode nach Iversen und priifte sie nach. Dabei konnte ich 
aber nicht das Resultat von Iversen erreichen, so dass sich natiir- 
licherweise verschiedene Fragen erhoben. 

Inzwischen gelang es Ishibashi (1929), bis auf 0,003 g¢ P.O; 
zu bestimmen, indem er das als die beste Volumetrie der Phosphor- 
sdure anzusehende Pembertonsche Verfahren verbesserte. So 
kam mir der Gedanke, dass es sehr geeignet wire, es bei der 
Bestimmung noch kleinerer Mengen von Phosphorsaéure heranzu- 
ziehen. So wurde daraufhin untersucht, zu entscheiden, welche 
der beiden Methoden bei unseren Experimenten zur Bestimmung 
des Phosphatidphosphors zu verwenden ware, indem ich zuerst die 
Iversensche Methode auf die Einzelheiten, dann die Ishibashi- 
sche auf ihre Anwendbarkeit zur Mikrobestimmung priifte. 


(a) Verbesserte Iversensche Methode. 

Neumann(1903) ging in der Art vor, dass in der mit Schwefel- 
sdure gesiuerten Losung Ammoniumphosphomolybdat zum Nieder- 
schlag gebracht, dann mit 0,5 N-Natronlauge titriert, aus ihrer 
Menge die Menge der Phosphorséure errechnet wurde. Iversen 
(1920) titrierte mit 0,04 N-Natronlauge, wobei die chemische Reak- 
tion wie folet stattfindet 2(NH,)3P04.24M00;+56Na0H 
=24Na,Mo0, +4NaNO;+ 2NasHPO,+32H20 +6NH3. Wenn man 
den experimentellen Faktor 0,0445 (der theoretische Faktor ist 
0,0443) mit der verbrauchten 0,04 N-Natronlaugemenge (ecm) 
multipliziert, so erhalt man die Phosphormenge (mg). Ich stellte 
unter der Annahme, dass die oben angefiihrte Reaktion richtig 
ware, folgendes Experiment an. 

Hine bestimmte Menge wiisserige K2HPO,-Liésung wird in 
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einen 100 cem fassenden Kolben gebracht und darin konzentrierte 
Schwefelsiure 1eem, dann eine beliebige Menge Wasser hinzu- 
gesetzt und ins Wasserbad bei 80°C eingetaucht. 10 Minuten danach 
werden in gleicher Weise erwarmte 50%ige Ammoniumnitratlosung 
und 10%ige Ammoniummolybdatlésung solange zugesetzt und 
stark geschiittelt, bis sich der gelbe Niederschlag zur Geniige bildet. 
Dann wird das Gemisch 10 Minuten lang ins Wasserbad gestellt, 
nach starkem Schiitteln bei Zimmertemperatur abgekihlt. Auf 
den Hinweis von Iversen und die eigene Erwagung fussend geht 
man weiter vor: der Niederschlag wird abfiltriert und mit kaltem 
Wasser gut gewaschen, bis Lackmuspapier durch das Filtrat tiber 
eine Minute keine Verfarbung aufweist. Meiner Erfahrung nach 
werden dazu ca. 150 cem Wasser in Anspruch genommen. Nach 
Beendigung des Waschens wird das Filtrierpapier mit einer 
Pinzette vorsichtig gefasst und in einen 100 eem fassenden Becher 
tibertragen. Eventuelle Beschmutzung des oberen Randes des 
Trichters mit dem Niederschlag wird mit Wasser gut abgewaschen 
und das Waschwasser in den Becher mitgenommen. Der Inhalt 
desselben wird ungefahr bis zu 30 cem aufgefiillt. Nachdem das 
Filtrierpapier mit einem Glasstabchen zerkleinert worden ist, wird 
0,04 N-Natronlauge unter Umriihren so lange eingetraufelt, bis die 
gelbe Farbe zum Verschwinden kommt. Zum Abdampfen des 
Becherinhaltes verwendete Iversen das Sandbad, wahrend ich 
daftir das Wasserbad benutzte, in dem der Inhalt bis zur Halfe der 
Ausgangsmenge unter Umrtihren mit dem Glasstibchen eingedickt 
wurde. Dahinein wurden dann 2 Tropfen Phenolphthalein einge- 
traufelt und mit 0,04 N-Natronlauge neutralisiert. Ferner wurde 
der Becher ins siedende Wasserbad gesteckt, um seinen Inhalt zum 
vollstandigen Abdampfen zu bringen. Dann wird der Becher im 
Leitungswasser abgektihlt. Der an dem Glasstaibchen anhaftende 
Saurerest wird mit Wasser in den Becher hineingewaschen, dessen 
Inhalt bis zu 30 ccm aufgefiillt wird. Der Uberschuss an Siiure 
wird mit Natronlauge titriert. 

Quantitative Verhiltnisse der zur Bildung des Niederschlags 
von Ammoniumphosphomolybdate entsprechenden Reagenzien: Da 
der Hinweis von Iversen auf die Niederschlaghildung von 
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Ammoniumphosphomolybdate bei meinen eigenen Experimenten 
nicht zu Recht bestand, so wollte ich auf gewisse quantitative 
Verhaltnisse der zum Niederschlag bendtigen Reagenzien hin 
untersuchen, indem ich Wasser, Ammoniumnitrat und Ammonium- 
molybdat in verschiedener Menge zur Verwendung brachte. 
(Tabelle XIT) 


TABELLE XII, 


= on Lal ~ {4 
o nr = 
“= 3 & Bs LOG 
Sp = S ie = z He rma s Phosphor- 
a £; ~ = fet bh" cn “OA ‘D RToy =I an A Menge 
= 5 2S = es 25° a 2EQ Bad, é 
= = wa iD) I ‘Ss 2B 23 SoS a ay 6) (Gefun: 
a|see|ms| be) se) Bate |Egsh a) ESS s | den) 
SB/ SSF) 25/38) 85 | 28545) 85,48 | acs 
S ao S 5 a rt i wo jaa} = 7 = 2 
S B 5 I S 5 ao mie = S 5S bo 
ms S| I SAS BH SS Red | 
es = |& | 2% ao eS) | me | % 
<{ fa) i ray Ais 8 | 
1! 0,0463.| 1 3 3 3 3 0,41 ' |0,0182) 39 
2 £ & z 4 3 * 0,95 0,0423} 91 
3 os % 9 5) o - 1,06 0,0472) 102 
4 ” ” 4, e ¥ ed 1,00 |0,0445] 96 
5) a 4s - 3 5 . 0,93 |0,0414) 87 
7 e Ts 4 2 y 1,05 | 0,0467/ 101 
7 ve ” FS Bs 3 5 1,04 0,0463) 100 
8 ” sy 5 5 x - 1,00 0,0445| 96 
9 ” ” ” ” ” ” 1,03 0.0459) 99 
LOVE 0:0378:|',, 3 4% re 0,81 |0,0360) 95 
11 | 0.0756 m % a a _ 1,72 | 0,0765| 101 
12 » 3 3 £ " 5 1,63 | 0,0725| 96 
Cm LOLS a. 6 4 . - 0,89 |0,0396} 95 
14 PA * i 5 Ps 5 0,95 | 0,0423) 101 
15 “a a a 10 * * 0,96 0,0427 101 


Wie aus Nr. 1, 2 und 5 zu ersehen ist, war der experimentelle 
Wert beim Zusatz von 3-4cem Ammoniummolybdate zu 3 ecm 
Ammoniumnitrate gegeniiber dem theoretischen viel geringer, 
wahrend sich derjenige der in den anderen Nummern angegebenen 
Experimente gegeniiber dem letzteren 85-102% verhielt. Also ist 
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es angezeigt, dass beim Phosphorgehalt von 0,03-0,08 mg 5-10 cem 
Wasser, 3-6cem Ammoniumnitrate 4-10cem Ammoniummolybdate, 
leem konzentrierter Schwefelséure hinzugesetzt wird. Nach 
Iversen betrug die optimale Temperatur zur Niederschlagbildung 
von Ammoniumphosphomolybdaten 70-80°C. Daran anschlessend 
erreichte ich auch bei Erzeugung von Niederschlag bei 80°C em 
gutes Resultat, was sich auch bei 90°C, probeweise unter sonst 
gleichen Bedingungen ausgefiihrt, ergab. (Tabelle XIII) 


TABELLE XIII. 


Phosphor-Menge 


Phosphor-Menge | Ammonium | Ammonium (Gefunden) 
Versuch (Theoretisch. ) nitrate molybdate 
mg eem eem ne Cy 
0,0418 6 4 0,0414 99 
2 0,0418 5 0,0414 99 
3 0,0418 6 6 0,0432 103 


Veraschung durch Schwefelséure und rauchende Salpeter- 
sdure: “ur Veraschung wurden Schwefelséure und Salpetersaure 
verwendet, indem ich mich der Neumannschen Methode bediente. 
Vorerst wurde anorganische Phosphorverbindung (K2HPO,) 
derart verascht, wie es bei organischen Verbindungen der Fall ist. 
Eine bestimmte Menge wasseriger K2HPO,-Losung wurde in einem 
Mikrokjeldahlkolben abgedampft, dann 1cem_ konzentrierter 
Schwefelsaure hinzugesetzt, mit sechwacher Flamme etwa 5 Minuten 
erhitzt, bei Zimmertemperatur abgekiihlt, ferner mit 0,5 cem 
rauchender Salpetersdure versetzt, mit etwas starkerer Flamme 
wieder erhitzt. Sobald das im Kolben entstandene braune Gas 
fast zum Verschwinden kam, wurde weiter 5 Minuten mit gleicher 
Flamme erhitzt. Nach Abkithlung wurden 5 cem Wasser hinzu- 
gesetzt und mit kleiner Flamme solange zur Abdampfung gebracht, 
bis das Wasser fast zum Versechwinden kam. Nach Abkiihlung 
bei Zimmertemperatur wurden etwa 10 ccm Wasser hinzugesetzt, 
um den Niederschlag auf obengenannte Weise zu gewinnen, und 
es wurde quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse wurden in der 
Tabelle XIV wiedergegeben. 
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TABELLE XIV. 


Phosphor-Menge 
Phosphor-Menge 
Versuch (Theoretisch. ) (Gefunden) 
mg a a 
1 0,0378 0,0360 95 
2 0,0378 0,0383 101 


Die Menge der zur Auflédsung des gelben Niederschlags 
benotigten Natronlauge: Wenn es sich um eine Phosphormenge 
von 0,03—-0,08 mg handelt, so reicht die zur Auflésung des gebilde- 
ten gelben Niederschlags von Ammoniumphosphomolybdate er- 
forderliche 0,04 N-Natronlauge mit der Menge von 3 ccm aus. 

Bei einer kleineren Phosphormenge, z. B. 0,01 mg wurde sehr 
wenig gelber Niederschlag von Ammoniumphosphomolybdaten 
gebildet, dessen Farbe man nach Filtration und Waschen fast nicht 
mehr erkennen kann. Dann wurde das Filtrierpapier in den 
Becher tibertragen, unter Zusatz von etwa 10 cem Wasser zerstiickt. 
Nach dem Verschwinden des gelben Niederschlags durch Zusatz 
von 0,04 N-Natronlauge wurde weiter in der Menge von 0,4 cem 
hinzugesetzt wie Iversen zeigte, der Becher ins siedende Wasserbad 
gestellt, um die Halfte des Becherinhaltes abzudampfen. Da dabei 
dureh Eintraufelung von Phenolphthalein keine rote Farbe auftrat, 
wurde 1 ccm 0,04 N-Natronlauge hinzugesetzt, wodurch der Zweck 
erreicht war. Auf diese Weise wurde 1 cem Natronlauge als die 
minimale Dosis festgestellt. Wenn man den Uberschuss von 
Natronlauge mit gewisser Saiure neutralisieren will, so erhalt man 
durch Zusatz von 1 eem 0,04 N-Schwefelsdure gegen 1 cem Natron- 
lauge den Wert, der dem theoretischen am nachsten kommt. 
(Tabelle XV). 

Wenn es sich um einen grésseren Phosphormenge z. B. 0.1 mg 
handelt, so wird der gelbe Niederschlag mit 3 ccm von 0,04 N- 
Natronlauge ausser Sicht gebracht. Diesem Wert gegentiber war 
die Menge der 0,04 N-Schwefelsiure bei Nr. 2 in der Tabelle XVI 
am optimalsten und stimmte mit dem theoretischen fast gut tiberein. 
Bei Nr. 3 war die den Uberschuss der Natronlauge neutralisierenden 
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re) aN 2 te eto oF oS So ao 
a oo HHH ere Py od 
aa eee aso pet | a | see 
_ |\8s |8ssu | £582 Se0 | $e | a8 
fs) a. H2oO0 BHASS See a ae Ss 5 
= 2 2 oN sh 538 Ged Org LGA SES 2 op oy 80 
D By Can S Oo ZAsSoaDMS a a iS eS Bes Seas 7S 
n ons ao v aI “a ¢ H 22 S SA Seq GH 
oD ao” Sa + of 0 Spr Y se a ey a4 8 
Sd a) srecor Sano isl Sioa av aod 
D SZ aie N 5 Bio Nismo Be) Bay 
Eis Sa o 8S SUEY oa oT #H S 0 
aS ee et ret 2 Bis = mo a & 
i faye. Qa BS af Ay aus 
il 0,01 1 0,45 + 0,4 0,19 0,0151 +0,0051 
2 ” ” 0,75 0,17 0,0187 +0,0087 
3 9 D 1,00 0,29 0,0129 + 0,0029 


Schwefelsiuremenge zu gross, so dass bei der Beendigung der 


Abdampfung des 


Becherinhaltes 


der 


gelbe 


Niederschlag 


in 


Erscheinung trat und der experimentelle Wert dem theoretischen 
gegentiber eine betrachtliche Abnahme erfuhr. 


TABELLE XVI. 
an n tie ' o) o ue 

() ue zits vgs) = 

es oO sel eee, B Sow ap 2s 

Bias eis = SO Eee Ooty =e OS 5 

Ors Sl eld reco QD 2: Od = a 
rh eee om oy ys oO VTanpO =| aqo 
cs) =| 2 Pasa SoA "AiO =f @ ood 
v La ie| HRAeaoO ® & SO ae) Src ine) 5 o 
2 How) SERS | eSsons | RSEGHE| 4a vw "So On 
e | Sig| doy o Ceeke |Heo ©] o8 9 | Saag 
© gon - Oust © x ap. OO © Tiga a aq Beto 3 
> a Bis io”, ron et ae fo s Sie av m OH 

eS aa ae NP Bic Sine gS ORO 

is) 0) o HS = N53 QO SS HS OD 

ALS 5 2 3 SSS 4 Bin S a I S| 

on as AA Ys ay S Ay a) 
i 0,1 3 5) 1,01 0,112 + 0,012 
2 ” ” 50 1,23 0,0992 —0,0008 
3 » % 2.5 1,33 0,0813 —0,0187 


Wenn man bei der geringen Menge von Phosphor, welche den 
gelben Niederschlag von Ammoniumphosphomolybdate kaum nach- 
weisen liess, also 0,01—0,03 mg, 1 eem von 0,04 N-Natronlauge hinzu- 
setzt und 1 cem von 0,04 N-Schwefelsiure eintréufelt und bei der 


Phosphormenge 0,03-0,1 mg, 


welche den gelben Niederschlag 


deutlich feststellen liess, zur Auflésung desselben 3 cem von 0,04 
N-Natronlauge und ca. 2 cem von 0,04 N-Schwefelsiure eintriufelt, 
so kann man den mit dem theoretischen fast tibereinstimmenden 


Wert eruieren. 
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Titrationsmethode unter Absperrung von Kohlensiéiure: Es ist 
wohlbekannt, dass die Endreaktion bei der Neutralisation von 
Sadure mit Alkali durch Kohlensdure in der Luft beeinflusst wird, 
was desto ausgepragter in Erscheinung tritt, je verdiinnter die 
verwendete Natronlauge ist. Zum guten Resultate titrierte ich in 
einem Apparat (Fig. 3). Wie die beiliegende Abbildung zeigt, 


igs Se 


wird der Eingang der mit Natronlauge gefiillten Biirette in die 
Glasglocke gesteckt und die Natronlauge eingetraéufelt mit einem 
in die Glocke reichenden Glasstabchen umgeriihrt, indem man die 
mit Saure und Alkali gut gewaschene Luft mittels Wasserpumpe 
in die Glocke einleitete. Wenn der Becherinhalt dauernd 30 
Sekunden lang rote Verfirbung beibehalt, so sieht man dabei die 
Endreaktion. 

Gewebsphosphatide: Ein bestimmtes Quantum Hithnergehirn 
wurde mit einer bestimmten Menge Alkohol-Ather-Gemisches ex- 
trahiert. Der Extrakt wird in 100 cem Kjeldahlkolben genom- 
men, unter niedrigem Druck abgedampft. Der Riickstand wurde 
mit reinem Ather extrahiert und durch Asbestfilter in einen 
anderen Kjeldahlkolben abfiltriert, Ather abgedampft. Der 
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Riickstand wurde mit konzentrierter Schwefelséure und rauchender 
Salpetersiure verascht. Nach Abkiihlung bei Zimmertemperatur 
wurden Wasser hinzugesetzt und im Wasserbad bei 80-90°C 
erwirmt. 10 Minuten danach wurde ebenso erwaérmtes 50% 
Ammoniumnitrat und 10% Ammoniummolybdat hinzugeftigt, gut 
Der gewonnene gelbe 
asch- 


geschiittelt und weiter 10 Minuten erwarmt. 
Niederschlag wurde bei Zimmertemperatur abgektihlt, mit 
freiem Filter abfiltriert. Nach geniigendem Waschen mit kaltem 
Wasser (0-4°C) wurde der Niederschlag samt dem Filtrierpapier 
in 100 cem Becher iibertragen, mit Glasstabchen zerstiickt, ca. 40 
ecm Wasser hinzugefiigt. Als der Niederschlag durch Hintrau- 
felung von 0,04 N-Natronlauge zum Verschwinden kam, wurde die 
Probe im siedenden Wasserbad bis zur Halfte abeedampft, unter 
Zusatz Tropfen Phenolphthalein 0,04 N-Schwefelsiure 
titriert. Weiter wurde der Becherinhalt im siedenden Wasserbad 
volistandig abgedampft, im fliessenden Wasser abgekihlt, mit 
Wasser bis auf ca. 30 ecm aufgefiillt, sodann der Saureiiberschuss 


wom 2 


mit 0,04 N-Natronlauge titriert. Wie in den Tabelle XVII 
TABELLE XVII. 
4 ; : ‘ 2 Die zu 
“ésune des | ralisierang der | Titvierung der | Phosphor. 
Materia] | Niederschlags | iiberschiissigen ee pe Se 
benotigte benodtigte 0,04 ti : é Note 
0,04 N-NaOH N-H2S0. NaOH 
ecm ecem ie meg % 
cem 
ae Os 2 ial 0,3 0,0534 | 0,053 
v t 
Jed ae 2 1,0 0,23 0,0547 | 0,055 
1g Huhn- 
Gehirn, 
davon je 
10 ccm 


ersichtlich, betrug die Menge des Phosphatidphosphors von 0,1 ¢ 
Hiuhnergehirn 0,053-0,055 me. 


(b) 


Verwendung der Ishibashischen Methode zur Mikro- 


bestimmung. 


Ishibashi (1929) 


veroffentlichte 


verschiedene 


Phosphor- 
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bestimmungsmethoden, von denen besonders Volumetrie mich in 
hohem Masse gerade deshalb interessierte, da ich vorhatte, die 
Iversensche Methode zu verwenden. So fand ich es nicht iiber- 
flissig, den Umriss der Volumetrie hier zu skizzieren. 

Der neutralen Phosphatlisung wurde Ammoniummolybdat- 
losung in einer 2 fachen Menge gegeniiber dem theoretischen Wert 
hinzugesetzt. Die Lésung wurde auf das Volumen von ca. 60 cem 
gebracht, um dann je 20cem yon 5 N-Ammoniumnitrat und 5 
N-Salpetersaure hinzuzuftigen, wodurch man ungefahr die Kon- 
zentration von 1 N-Loésung erhalten kann. Die Probe wurde eut 
umgeftihrt, sofort in das Wasserbad tibertragen, bei 50-60°C etwa 
5 Minuten lang erwarmt, nach mehrmaligem Umriihren abgekiihlt. 
Nach etwa 3 Stunden wurde der Niederschlag durch Dekantieren 
auf das kleine Filtrierpapier tibertragen, mit 1% Kaliumnitrat- 
Losung gewaschen. Das Filtrierpapier wurde in denselben Becher 
ubertragen. Dann wurde der Niederschlag mit 0,1 N-Natronlauge 
aufgelost, deren Uberschuss mit 0,1 N-Salzsiiure zuriicktitriert. 
Das Volumen (cem) der dabei gebrauchten 0,1 N-Natronlauge mal 
Faktor 0,000303 zeigt das erwiinschte Gewicht (g) von P2O;. Die 
dabei sich abspielende Reaktion ist folgende. 2(NH4)3P04.12M00O3 
+46NaOH=2 (NH4)2HPO, + (NH4) 2Mo004-+ 23Na2Mo004+4 22H.20. 
Nach dieser Methode soll sich P2O; bis 0,003 @ genau bestimmen 
lassen. 

Da die von mir zu bestimmende Phosphormenge aber 0,01-0,1 
mg betrdgt und deshalb diese Methode nicht ohne weiteres zur 
Verwendung gezogen werden kann, so habe ich das Volumen von 
Phosphorsaurelésung, Ammoniumnitrat und Salpetersdure massig 
vermindert angewendet. So wurde Phosphorsaurelésung in der 
Menge von 15 cem verwendet, je 5cem von Ammoniumnitrat und 
Salpetersdure hinzugesetzt. Jede Losung wurde also nach der 
Vorsehrift bei der Ishibashischen Methode 1 N-Konzentration 
gemacht. Die Menge von Ammoniumphosphomolybdate betrug 
nach Ishibashi ea.2 fach grosse Dosis gegentiber dem theoreti- 
sehen Wert, also bei dem Phosphorsiuremenge 0,1 mg entwickelte 
sich der gelbe Niederschlag erst durch Zusatz von 2-3 cem von 7% 
Ammoniummolybdate. Auch bei 0,00988 mg Phosphorsaure wurde 
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TABELLE XVIII. 


Phosphor- 7% 5 N- ; 
Menge Ww 5 Ammo- Ammo- 5 N- Gelbliches 
Versuch (Theore- setae nium- nium- | NHOs Nieder- 
tisch. ) Sen molybdat | nitrate eem schlag 
mg ecm ecm 
1 0,1 14,7 0,3 5 5 = 
2 ” 144 0,6 ” ” Wis 
3 ” 14,1 0,9 ” ” ay 
4 ” 13,0 2,0 ” ” a 
5 ” 12,0 3,0 ” ” oF 
6 0,00988 14,0 1,0 oF # - 
fi 2 13,0 2,0 be 2 + 
8 ” 12,0 3,0 ” ” a 


der Niederschlag ebenfalls bei 2-3 eem gebildet (Tabelle XVIII). 
Da auf dieser Weise Ammoniumphosphormolybdate in einem 
ziehmlich grossen Uberschuss hinzugefiigt werden miissen, so 
werden selbstverstaéndlich MoOs:2H20 und NH»NO;.4Mo0Os; ete. 
mitniedergerissen {Ishibashi (1929)}, 

Welchen Einfluss werden nun solche Niederschlige auf die 
Volummetrie austiben? An Hand der obengenannten Methodé 
wurde bei Phosphorsduremenge von 0,01-0,1 mg 2 cem Ammonium- 
molybdate zugesetzt, mit Wasser auf 15 cem gebracht und je 5 cem 
von Ammoniumnitrat und Salpetersiure beigeftigt, das Ganze 
wurde erwarmt. Nach Abktthlung wurde die Probe abfiltriert, mit 
1% Kaliumnitrat-Losung gewaschen. Zur Aufloésung des Nieder- 
schlages wurde 0,04 N-Alkali-Losung anstatt der 0,1 N-Lésung bei 
Ishibashischer Methode verwendet. Der Ubersehuss von Alkali 
wurde mit 0,04 N-Salzsiure titriert und mit dem theoretischen 
Faktor 0,054 multipliziert, so erhalt man die Phosphormenge (mg). 

Da die Differenz zwischen dem theoretischen und dem ge- 
fundenen Wert, wie aus der Tabelle XIX ersichtlich sehr gering 
ist, hat das Vorhandensein der Niederschlige von MoO32H»O und 
NH2NO3.4Mo00; fast keinen Hinfluss auf das Ergebnis. 

Weiter beeinflusste Veraschung mit Schwefelsiure und 
rauchender Salpetersiure den Niederschlag von Ammonium- 
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TABELLE XIX. 
5 Die zur 

Die zur Gada Differenz 

Phosphore- Auflosung ape ae der 
: a er tiber- Phosphor- : 
Menge des Nieder hiissi theoreti- 
Versuch| (Theore- schlags ge ee hear Menge schen u. 

: ae NaOH beno- | (Gefunden) 
tisch.) benotigte tote 0.04 gefundenen 
mg 0,04 N-NaOH ae HCl ne Menge 

ecm pa mg 

ecm = 
il 0,0988 3,00 1,16 0,0994 +0,0006 
2 fs 3,00 1,20 0,0972 —0,0016 
3 0,0965 3,00 1,20 0,0972 +0,0007 
4 - 3,00 1,21 0,0967 +0,0002 
5 0,0772 3,00 1,62 0,0745 —0,0027 
6 0,0386 2,00 1,30 0,0378 —0,0008 
a 0,0193 2,00 1,62 0,0205 + 0,0012 
8 , 2,00 1,62 0,0205 + 0,0012 
9 Fe 2,00 1,65 0,0194 +0,0014 
10 0,0097 2,00 1,78 0,0119 + 0,0022 
ih s 2,00 1,81 0,0103 + 0,0906 
12 ss 2,00 1,81 0,0103 + 0,0006 


phosphomolybdat nicht: Eime bestimmte Menge K2oHPO, wurde 
in 100 cem Kjeldahlkolben genommen, mit 1 ecm konzentrierter 
Schwefelsiure und 0,5 cem rauchender Salpetersaure, wie bei der 
Veraschung der organischen Substanz, verascht. Dann wurde es 
zur Niederschlagbildung von Ammoniumphosphomolybdate gefihrt, 
wobei wegen Anwesenheit von Schwefelsdure neben dem Nieder- 


schlag von (NH4)3P04.12M003.HNO3.2H2O der von 45 (NH4) 3P og. 


12M003}.(NH4)2S04.5Mo0s3{ Ishibaschi(1933)}gebildet wurde, was 
die Ishibashische Methode unverkenntlich beweisen konnte. Daher 
wurde die Probe nach Veraschung zuerst mit 20% Natronlauge 
neutralisiert, Phenolphthalein als Indikator gebraucht, und in 
einen 50 ccm Becher iibertragen. Der Kolben wurde mit etwa 
2ceem Wasser 2-3 mal gewaschen, das Waschwasser in den Becher 
gegossen, und der Becherinhalt wurde auf ca. 13 cem gebracht, um 
dann, an das obenangefiihrte Verfahren der Niederschlagbildung 
anschliessend, 2cem von Ammoniummolybdat, und je5cem Am- 
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moniumnitrat und Salpetersdure hinzuzufiigen. Nach Erwarmung 
wurde kein Niederschlag entwickelt, aber die Zunahme von 
Ammoniummolybdat (1-3 cem) liess den Niederschlag bilden. 
Zwar stellte dieser hauptsichlich (NH4)3P04.12M003.HNO3.2H20 
dar, aber es kann noch eine kleine Menge 4{(NH4)3PO04.12M003}. 
(NH,4)2804.5Mo003 damit vermischt sein. Um diese zu entfernen, 
wurde der Niederschlag in Ammoniumwasser aufgelost. Nach 
Neutralisierung des Ammoniums mit Salpetersdiure wurde der 
Niederschlag wieder gebildet, wobei Ammoniummolybdate in der 
Menge von 2 cem ausreichen kann. 

Aus dem obigen Experiment geht hervor, dass 3 ccm von 
Ammoniummolybdate notig sind, um aus der nach Veraschung mit 
Natronlauge neutralisierten Losung gelben Niederschlag bilden zu 
lassen, und dass Ammoniummolybdate in Menge von 2 ccm aus- 
reicht, wenn man den gelben Niederschlag in Ammoniumwasser 
lést und aus dieser Lésung wieder den gelben Niederschlag bilden 
lasst. Wenn man also auf diese Weise die Phosphormenge 
bestimmt, so stimmt der gefundene Wert fast mit dem theoretischen 
liberein (Tabelle XX). 

Gewebsphosphatide: Weiter wurde diese Methode zur Bestim- 
mung der Phosphatide des Gewebes verwendet, wobei ich mich des 
Hiihnergehirns bediente. Eine bestimmte Menge Gehirns wurde 
mit Alkohol-Ather-Gemisch extrahiert, eine bestimmte Menge des 
Extrakts im Kolben unter niedrigem Druck zum Abdampfen 
gebracht. Der Riickstand wurde wieder mit reinem Ather extra- 
hiert, der Extrakt abgedampft. Der Riickstand wurde mit kon- 
zentrierter Schwefelsiiure und rauchender Salpetersiiure verascht, 
dann mit 20% Natronlauge neutralisiert und in einen 50 ccm 
Becher gebracht, dann 7% Ammoniummolybdate, 5 N-Ammonium- 
nitrate und 5 N-Salpetersiure hinzugesetzt, nach Umriihren 
erwarmt, nach Abkihlung filtriert und der Niederschlag wurde in 
Ammoniumwasser gelost, mit Salpetersiure neutralisert, dann lAsst 
man wieder den Niederschlag bilden. Der Niederschlag wurde 
abfiltiert und mit Kaliumnitratlésung gewaschen. Das den Nieder- 
schlag behaltende Filtrierpapier wurde in den Becher iibertragen, 
mit 0,04 N-Natronlauge aufgeldst, und der Uberschuss von Natron- 
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lauge mit 0,04 N-Salzsdure titriert. Wenn man das Volumen der 
zur Auflosung des Niederschlags bendtigten 0,04 N-Natronlauge 
mit dem theoretischen Faktor 0,054 multipliziert, wird die Phos- 
phormenge (mg) erhalten (Tabelle X XI). 


TABELLE X XI. 


Die zur Auf- Dio nat 
losung des er ; 
gelblichen ae es Phosphor- 
Material Versuch} Niederschlags ~ OH benott ke menge 
bendtigte 0,04 a = s mg 
N-NaOH 0,04 N-HCl 
eeen ecm 
100 cem S 
Extrakt aus L : ee Sncea 
es = ” > , 
Cree as » 1,64 0,0691 
ebraucht je 4 ” 1,66 0,0680 
pci) = » 1,65 0,0686 
Blindversuch 6 3 1,92 = 


Die von mir modifizierte Iversensche Methode und die 
Anwendung der Ishibashischen Methode zur Mikrobestimmung 
liessen ebenfalls den guten Erfolg der Mikrobestimmung erkennen. 
Bei der Niederschlagbildung von Ammoniumphosphomolybdate 
bediente sich Iversen der Schwefelsiure zur Anséuerung, ohne 
Riicksicht auf ihren Einfluss, da nach Ishibashi bei Anséiuerung 
mit Schwefelsiure 2 Arten von Niederschligen des Ammonium- 
phosphomolybdate gebildet wurden, die gegen Natronlauge 
ungenaue Reaktion zeigten, wahrend bei der Erzeugung eines 
einzigen Niederschlags unter Ansiuerung mit Salpetersdiure eine 
genauere Reaktion gegen Natronlauge in Erscheinung trat. Da in 
meinem Experimente zur Veraschung organischer Substanzen 
Schwefelsdure verwendet wurde, so ist es dringend ndotig, die 
Niederschlagerzeugung von dem Einfluss der Schwefelsiure zu 
befreien. Das Verfahren bei der Niederschlagerzeugung ist bei der 
Ishibashischen Methode zwar mit dem lastigen Wiedernieder- 
schlagen verbunden, aber es ist sonst sehr einfach und in kurzer 
Zeit auszuftihren, wahrend die Iversensche Methode sich sehr 
kompliziert erweist. 
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Nach der Auflésung des Niederschlags durch Natronlauge 
wird bei der Iversenschen Methode lingere Zeit in Anspruch 
genommen, um Ammoniak zu verjagen, was bei der Ishibashi- 
schen wegfallt. Ein Vergleich beider Methoden miteinander ergibt, 
dass zwar die von mir modifizierte Iversensche Methode, vom 
Resultat aus betrachtet, eine zuverlissige Methode darstellt, doch 
die von mir zur Mikrobestimmung herangezogene Ishibashische 
Methode noch zuverlassiger zu sein scheint. 


Ill. TrerREXPERIMENT. 

Versuchstiere: 250-350¢ schwere, etwa 10 Tage mit Hirse und 
frischem Wasser gefiitterte, blaue oder bliulichgraue Tauben. Als Kiifig wurde 
ein 35 em langes, 45 cm breites und 45cm hohes Drahtgestell mit auswechsel- 
barem Boden aus Bambus benutzt. 

Fiitterung: Die Normal- und B-Avitaminosefiitterung bestan- 
den auf folgende Zusammenstellung nach dem Fujimaki’schen 
Rezept (1928). 


a) Normalfitterung: 


Poliertes Reispulver 78% 
Kasein 15% 
Anorganische Salze 4% 
Lebertran 3% 
Trockene Hefe 2% 
Rettich (Daikon) -saft einwenig. 
b) BiB2-Avitaminosefiitterung: 
Poliertes Reispulver 78% 
Kasein 15% 
Anorganische Salze 4% 
Lebertran 3% 
Rettich (Daikon) -saft einwenig. 


Die B,-Avitaminosefiitterung von Chick (1929) bei Ratten habe 
ich mit geringer Abanderung wie folgt verwendet : 


Stirke 81% : 
Eiweisspulver 12% 
Anorganische Salze 4% 
Cottonol 7% 
Lebertran 3% 
Salze nach Fujimaki (1928) : 
NaCl 65% 
NazHPO:: H:20 10,0% 


KeHPO: 30,0% 
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MegSO:: H:O 13,0% 
Ca-lactate 37,0% 
Ammonium-Fe-Citrate 3,0% 
KI einwenig. 


Diese Nahrungen wurden nach Fujimaki (1928) gereinigt. 

Fiitterungsmethode: Von jeder Futterart wurden 15-20 ¢ 
mit Wasser vermischt und einmal taéglich gegeben, und das Wasser 
wurde freiwillig aufgenommen. Bei der Fiitterung mit den B,Bo- 
und By,-avitaminotischen Nahrung nahm das Korpergewicht stark 
ab, und man musste die damit verbundenen Verdinderungen der 
Fettstoffe beriicksichtigen; es wurde also mit den nur mit Wasser 
eefiitterten, hungernden Tauben experimentiert. Da es sehr 
wichtig ist, den Kafig recht sauber zu halten, wurde der Boden 
einen Tag um den andern ausgewechselt. Um die Vermehrung 
oder Verminderung des Korpergewichts festzustellen, wurde alle 
2-3 Tage einmal gewogen. 

Isolierung der Nervengewebe: Nachdem der Kopf der Taube 
abgehackt und entblutet war, wurden sofort Gehirn, Riickenmark 
und Peripherienerven isoliert. Das ganze Gehirn wurde in einen 
Morser getan, vollkommen zerdriickt und ein Teil (0,3-0,5 2) davon © 
entnommen, vom Riickenmark nahm man 0,2-0,3¢. Als Peri- 
pherienerven wurden die Nerven der Fliigel und Nervus ischiadicus 
zusammen genommen und alles verwendet. 


ERGEBNISSE. 
A. Allgmeinzustand der einzelnen Gruppen. 


a) Normalgruppe: 12 Versuchsfaille (Tabelle XXII). 


Da die Tauben die ersten 2-3 Tage, bis sie sich an das Futter 
gewohnt hatten, sehr wenig zu sich nahmen, fiel das Kérpergewicht 
etwas ab; doch nach einigen Tagen besserte sich die Fresslust und 
somit auch das Korpergewicht, und 5-10 Tage nach Beginn des 
Versuches bildete es sich zuriick. 2-3 Tage nach Beginn des Experi- 
mentes zeigte sich in einigen Fallen Ausscheidung von griinem Kot, 
jedoch einige Tage spiter wurde der Kot wieder normal. Die 
Fitterungszeit bestand aus 19-53 Tagen; das Kérpergewicht zeigte 
nach dem Toten im Vergleich zum Beginn des Versuchs bei wenigen 
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Fallen 29% Abnahme, im allgemeinen jedoch betrug diese nur 
1-6% oder die Zunahme 1-8%. 


TABELLE XXII. 


Korpergewicht (g) 
Nahrung ce ae oe ae bei Beginn bei Ende . J der 
der Fiitte- der Fiutte- Ab- od. 
rung rung Zunahme 
24 (9) 25 305 299 —2 
28 (2) 29 272 277 +2 
38 (3) 31 317 308 —3 
=I 40 (3) 33 295 209 —29 
8 48 (2) 39 300 304 +1 
= 49 (9) 53 330 347 +5 
ES 50 (?) 23 272 268 -1 
5 51 (9) 19 295 304 +3 
iF 126 (3) 29 310 290 * =% 
127 (3) 47 295 282 —4 
128 (3) 37 365 355 —27 
129 (8) 37 290 315 +8 


6) By,Bs-Avitaninosegruppe: 20 Versuchsfille (Tabelle 
AXHIY). 

Einen Tag nach Beginn der Versuche nahmen die meisten 
Tauben nichts zu sich, vom 2. Tag an begannen sie aber Nahrung 
aufzunehmen. Das Korpergewicht nahm gleich zu Beginn eine 
Zeit lang ab, erholte sich dann wieder eine Zeit lang, nach einigen 
Tagen fiel es schliesslich allmahlich ab. 2 Tage nach Beginn trat 
in vielen Fallen Ausscheidung von griinem, weichem Kot auf; 
nach 7-10 Tagen begann Appetitmangel und zu gleicher Zeit fiel 
auch das Korpergewicht plotzlich. Die Taube liess die Fltigel 
hangen und verlor ihre Lebhaftigkeit, sie hatte Beschwerden beim 
Gehen, stand in der Ecke des Kafigs und zeigte Symptome der 
sogenannten Reiskrankheit (B-Avitaminose). Frihestens 13 und 
spitestens 49 Tage nach Beginn trat Krampf oder Lahmung auf. 
Die Abnahme des Korpergewichts betrug, verglichen mit dem 
vom Beginn, bei vielen 27-47%, doch gab es auch einige Falle mit 
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10% oder 3%. 
TABELLE XXIII. 


Kérpergewicht (¢) 
Nahrung Tier- Buy etangs: bei Beginn bei Ende % der 
Sa a ain tage der Fiitte- der Fiitte- Ab- od. 
rung rung Zunahme 
11 (3) 47 292 162 —45 
16 (?) 43 304 160 —47 
25 (6) 35 283 157 —41 
32 (2) 15 290 185 —36 
33 (9) 25 309 211 —32 
bo 34 (2) 29 290 170 —41 
5 45 (8) 23 300 207 —31 
= 52 (2) 15 265 258 —3 
a 53 (9) 47 272 172 =36 
3 54 (6) 49 290 195 —33 
r 55 (2) 17 270 243 —10 
8 62 (2) 33 270 168 =88 
z 112 (8) 13 310 168 —45 
a 113 (8) 15 380 270 —28 
ey 122 (2) 13 318 200 —37 
123 (8) 43 330 183 —45 
124 (2) 43 335 190 —43 
125 (8) 39 345 224 —35 
132(2) | 47 300 168 —44 
133 (2) 47 312 227 —27 


ce) By-Avitamimosegruppe: 12 Versuchsfille (Tabelle XXIV). 

In den ersten 2-3 Tagen nahmen die Tauben nichts zu sich, 
doch einige Tage spater war die Fresslust sehr lebhaft. Aber 
trotz der guten Futteraufnahme fiel das Korpergewicht. Es gab 
auch Falle, die 5-7 Tage nach Beginn eine Gewichtszunahme zeig- 
ten, die aber bald wieder abnahm. Nach 7-20 Tagen trat Appetit- 
mangel ein; die Tiere verloren ihre Lebhaftigkeit und wurden 
des Kafigs. Das Korpergewicht nahm plotzlich ab, und 21-50 Tage 
nach Beginn trat Lahmung oder Krampf ein. Der Prozentsatz der 
Gewichtsabnahme betrug, verglichen mit dem Gewicht beim Beginn, 
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83-50%. 
TABELLE XXIV. 
Korpergewicht (g) 

Nahrung ke hier bei Beginn bei Ende % der 
} der Fiitte- der Fiitte- Ab- od. 
rung rung Zunahme 

105 (6) 23 375 235 —37 

= 106 (2) PA 380 197 —48 

= 108 (3) 23 369 229 —37 

B ie 114 (2) PALL 382 198 — 48 

Sis 116 (2) 35 299 148 —50 

= e ICES) ay 329 187 —43 

5 £ 118 (3) 23 332 200 —40 

= = 119 (3) 21 328 192 —41 

bas 120 (8) 41 310 165 —47 

Pa 121 (9) 29 300 150 —50 

130 (8) 59 330 222 =—33 

18ILKCS’) on 245 195 —43 


d) Hungergruppe: 11 Versuchsfalle (Tabelle XXV). 


TABELLE XXV. 


Korpergewicht (g) 
Tier- Futterungs- ; ; F 

Nahrung : ; bei Beginn bei Ende % der 
eager: tape der Fiitte- der Fiitte- Ab- od. 
rung rung Zunahme 

29 (6) 13 320 198 —38 

31 (2) 9 282 210 — 26 

101 (?) 11 300 183 —39 

102 (?) 8 295 176 — 40 

107 (6) 10 320 197 —38 

Hunger 109 (3) ff 339 257 — 24 

110 (3) 9 354 189 —46 

134 (3) 15 350 185 —47 

135 (8) ital 300 160 =47 

136 (3) 15 285 150 —47 

137 (6) 11 287 125 —56 


1-3 Tage fand Ausscheidung von griinlichem Kot statt und 
sofort begann Gewichtsabnahme. Die Tiere wurden sehr schwach 
und fielen nach 9-15 Tagen um. Die Gewichtsabnahme betrug, 
verglichen mit dem Beginn, 24-56%. 
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B. Die in den Nervengeweben enthaltenen Fettstoffe 
der einzelnen Fiitterungsgruppen. 
Fettstoffe des Gehirns: 
a) Normalgruppe (Tabelle XXV1I). 

Die Gesamtfettsaure war bei 5 Fallen 3,1-4,2%, durchschn. 
3,8% ; das Gesamtcholesterin bei 6 Fallen 1,3-1,9%, durchschn. 
1.5% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 3 Fallen 0,008-0,014%, 
durchschn. 0,011%; und der Phosphatidphosphor bei 5 Fallen 
0,048-0,064%, durehsehn. 0,059 %. 


TABELLE XXXVI. 


o ie id PAS) wa 
Tier- 3 ° Tier- P.O ier- ae Bio 1er- Ane 
nummer 2 £ Ss nummer Z & = nummer z =I + = nummer] § & > 
ome) oe ‘geo oa 
I st a De, oa 
24 4,2 24 1,4 38 0,008 24 0,063 
28 4,2 28 1,4 ' 126 0,014 40 0,048 
49 3,5 40 3) 127 0,011 51 0,064 
51 3,8 49 1,6 Mittel- 128 0,059 
129 3,1 51 15 wert. | 0,011 129 | 0,063 
Mittel- 128 1,9 Mittel- 
wert 3,8 Mittel- wert 0,059 
wert 1,5 


b) ByB2-Avitaminosegruppe: (Tabelle XXVIII). 

Die Gesamtfettsdure war bei 4 Fallen 3,1-3,5%, durchsehn. 
3,3% ; das Gesamtcholesterin bei 7 Fallen 1,1-1,6%, durehschn. 
1,4% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 5 Fallen 0,010-0,012%, 
durchsehn. 0,011%; und der Phosphatidphosphor bei 6 Fallen 
0,046-0,066%, durchschn. 0,058%. 

c) B,-Avitaminosegruppe: (Tabelle XXVIII). 

Die Gesamtfettsiure war bei 3 Fallen 2,8-3,3%, durehschn. 
3,0% ; das Gesamtcholesterin bei 5 Fallen 1,5-1,8%, durchschn. 
1,6% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 5 Fallen 0,010-0,013%, 
durehschn. 0,011%; und der Phosphatidphosphor bei 5 Fallen 
0,042-0,060%, durchschn. 0,052%. 
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TABELLE XXVII. 
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o = x 0) ae 
gs =a 38 Be 
Tier- | Bis Tier- | 2S Tier- | BOS Tier. | £2 
oS S is) ~ 1eY fel eh 
nummer) 2 se nummer 2 ss nummer g & Be nummer!) 7S & 
Oe Cs Bag, 2'5 
S) Oe one 
25 5) 1 1183) 32 0,010 25S 0,056 
54 3,4 16 ile 34 0,010 15S) 0,066 
55 3,0 25 eS 122 0,012 112 0,051 
62 Sal 33 ib 124 0,010 23 0,066 
j= 
Mittel-| 44 of 1,6 125 0,011 132 | 0,060 
wert z 55 1,5 : 133 0,046 
Mittel- 0.011 
62 4 1} wert 2 ; 
Mittel- = 
: ae 0,058 
Mittel-} 4, bi 
wert 2 
TABELLE XXVIII. 
Be | wd ee 
P =e a7 | & oa ° 
Tier- BEES Tier- eles Tier- ai) ee Tier- ircy 
nummer) 22% nummer 2 nS nummer EI He SS nummer! $2 iS 
Og oe age i 
5 en A, 
120 3,0 105 1,6 108 0,010 105 0,054 
130 O30 114 ila ALLY 0,013 114 0,042 
BY 2,8 120 1,5 118 0,010 120 0,060 
Mittel- e 130 1,8 119 0,012 130 0,060 
wert 2 tau 1,6 121 0,012 13H 0,042 
Mittel- Mittel- Mittel- 9 
wert 1,6 wert 0,011 wert 0,052 


d) Hungergruppe: (Tabelle XXIX). 


Die Gesamtfettsiure war bei 3 Fallen 2,9-3,5%, durchschn. 
3,2% ; das Gesamtcholesterin bei 3 Fallen 1,3-1,6%, durchschn. 
1,4%; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 3 Fallen 0,009- 
0,011% ; durchsechn. 0,010%, und der Phosphatidphosphor bei 3 
Fallen 0,056—0,060%, durchschn. 0,058%. 


194 Y. Takata: 
TABELLE XXIX, 
A KO Sn 
¥g E r =e Se eS iH ee ae 
Tier- A: jer- As ier- DO Ss ier- BNE 
nummer] 2 = wR nummer 2 & RB nummer g al £ S nummer| 7S S 
53 o's fae ies 
S <q a 
29 2,9 29 1} 109. 0,009 31 0,060 
allt ; 31 1 134 0,011 136 0,058 
137 5 136 1,6 135 0,011 Ba 0,056 
Mittel- Mittel- Mittel- Mittel- 1 
wert 3,2 wert 1,4 wert 0,010 wert 0,058 


Fettstoffe des Riichenmarks: 


a) Normalgruppe: (Tabelle XXX). 


Die Gesamtfettsiure war bei 5 Fallen 7,2-9,3%, durchschn. 
8,4% ; das Gesamtcholesterin bei 6 Fallen 4,0-4,9%, durchschn. 
4.6% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 3 Fallen 0,008—0,013%, 
durehsehn. 0,011%; und der Phosphatidphosphor bei 4 Fallen 
0,063-0,076%, durehschn. 0,070%. 


TABELLE XXX. 


ra 5 & 2D re Fs 
CEG Ace Ree Pee toh Mena lien: 
ler- IRS ier- Fe .5 TSH = ane 3.9 Tens Za) TORS 
nummer} 24 SS nummer 2 & Ss nummer & =I £ Ss nummer| #3 Ss 
= os fae is 
5 < Ay 
28 9,3 24 4,8 48 0,008 40 0,074 
40 8,1 28 4,6 126 0,012 51 0,063 
49 9,1 40 4,0 127 0,013 128 0,066 
51 8,2 49 2 
5 4, Mittel- 129 0,076 
129 7,2 51 4,8 mor 0,011 , 
Mittel- 0.070 
9 . ’ 
Mittel- ae 128 4,9 wert 
wer ? 
vers Mittel-] 4 ¢ 
wert : 


b) ByiBs-Avitaminosegruppe: (Tabelle XXX1). 
Die Gesamtfettsiure war bei 4 Fallen 6,6-7,7%, durchsehn. 
7,2% ; das Gesamtcholesterin bei 7 Fallen 3,9-4,8%, durchschn. 
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4.3% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 5 Fallen 0,010-0,013%, 
durchsehn. 0,011% ; und der Phosphatidphosphor bei 5 Fallen 
0,067—-0,081%, durehsehn. 0,074%. 


TABELLE XXXI. 


1 ov = nd Aap) E cS) foal 
fe #5 = #3 pee Hi Es 
jer- ESSE ier- a4 ier- RTS AS jer- oS 
pummer| 22S — nummer| 2 3 SS nummer z es SS nummer! #35 
oe oe Be ies 
| S < a 
33 10h Bel: 4,3 34 0,010 11 0,074 
54 6,8 16 4,8 45 0,010 16 0,070 
5d 7,5 2 3,9 122 0,013 123 0,081 
62 6,6 33 4,4 124 0,012 132 0,067 
54 42 125 0,011 133 | 0,076 
Mittel- 72 a fe 
wert be 2 3) Mittel- Mittel- 
were 0.011 went 0,074 
Mittel- 
wert & 


c) 


B,-Avitaninosegruppe: (Tabelle XXXII). 


Die Gesamtfettsdure war bei 4 Fallen 5,7-7,4%, durchschn. 
6,4% ; das Gesamtcholesterin bei 5 Fallen 3,9-4,6%, durchschn. 
4.4% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 4 Fallen 0,013-0,016%, 
durehsechn. 0,014%; und der Phosphatidphosphor bei 3 Fallen 
0,066-0,075%, durehschn. 0,072%. 


TABELLE XXXII. 


#5 <6 2 Es 
Tier- FB Tier- BEES Micram\ o> oc Mier- | 3 Gio 
nummer| 2 se nummer| 2% Ss nummer a =I £ ee nummer| | AS 
Os Os Hae SS 
Y x om 
105 6,7 105 3,9 116 0,013 120 0,075 
120 7,4 114 4,6 117 0,013 130 0,075 
130 5,7 120 4,6 119 0,016 ayy 0,066 
131 5,8 130 4,2 121 0,014 
——— 131 4,6 Mittel-| 9 979 
Mittel- 64 Mittel- 0,014 wert re 
wert 2 Mittel- ye wert g 
wert 


d) 


Hungergruppe: (Tabelle XXXII1). 
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Die Gesamtfettsiure war bei 3 Fallen 7,7-8,9%, durchschn. 
8.3%; das Gesamtcholesterin bei 3 Fallen 4,4-4,7%, durchschn. 
4.5% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 3 Fallen 0,012-0,016%, 


durehschn. 0,013%; und der Phosphatidphosphor bei Fallen 
0,067-0,085%, durechschn. 0,078%. 
TABELLE XXXITI. 
() 5 BY a) co) hi 
aS =a - 5 Oo - 29 
Mer |) Sai, Tier- IRE Gs ier- ane! ON es ei |) ees 
nummer| % se nummer} % os nummer g =I 2c nummer} ae 
Os Og aoe SA 
5 cay A 
29 8,9 29 4,5 109 0,012 29 0,083 
3 8,4 31 4,4 134 0,012 Sul 0,067 
EYE etl 136 4,7 135 0,016 136 0,085 
137 0,078 
Mittel Mittel-| Mittel- —__— 
wert 8,3 wert 45 wert oe Mittel- 
0,078 
wert 


Fettstoffe der Peripherienerven. 


a) Normalgruppe: (Tabelle XXXIV). 

Die Gesamtfettsaure war bei 5 Fallen 6,0-7,7%, durchsehn. 
6,9% ; das Gesamtcholesterin bei 6 Fallen 3,3-4,6%, durchschn. 
3,8% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 3 Fallen 0,009-0,013%, 
durehschn. 0,011%; und der Phosphatidphosphor bei 3 Fallen 
0,048-0,057%, durchsechn. 0,052%. 


TABELLE XXXIV. 


2 iS ae Sy 
Tier- E e 8 Tier- EI s 5 Tier- | ao E ° Tier- = 2 
nummer 2 Be nummer 2 os nummer 5 = oS nummer Se S x 
oe og Ens ='8, 
5 aa a 
24 7,2 24 Bis 50 0,013 51 0,057 
28 6,3 28 ae 126 0,009 128 0,048 
40 7,4 40 4,6 127 0,012 129 0,052 
ol Hot 49 4,0 
129 6,0 51 Saif Mittel- Mittel- 
12 3,6 wert 0,011 wert 0,052 
Mittel- 6.9 
wert 2 Mittel 38 
wert i 
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b) B,B2-Avitaminosegruppe: (Tabelle XX XV). 

Die Gesamtfettsiure war bei 6 Fallen 5,6-7,5%, durchschn. 
6,5% ; das Gesamtcholesterin bei 7 Fallen 3,2-4,1%, durchschn. 
3,6% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 6 Fallen 0,010-0,012%, 
durehschn. 0,612%; und der Phosphatidphosphor bei 5 Fallen 
0,043-0,054%, durehschn. 0,049%. 


TABELLE XXXV. 


Tier- | 2:5 4 Tier- es AUS || Wake oe Mier cise. 
hummer gz = S nummer z BS nummer g 3 £ S nummer a Bes 
OF og Aas aA 
cS) <a Ay 

16 6,8 adil! 355 32 0,012 aig 0,054 

25 5,6 16 352 34 0,011 16 0,048 

33 5,7 25 3,2 113 0,012 112 0,052 

54 6,4 33 3,6 122 0,012 123 0,049 

55 7,5 54 4,1 124 0,010 ips: 0,043 
62 7,0 55 ell 125 0,012 

62 4,0 Mittel 

Mittel- 6 Mittel- 0.012 wert Oe 

wert ag Mittel- 36 wert oa 
wert @ 


c) B,-Avitaminosegruppe: (Tabelle XXXVI). 
Die Gesamtfettsiure war bei 3 Fallen 5,9-6,5%, durehschn. 


6,2% ; das Gesamtcholesterin bei 5 Fallen 3,4-4,4%, durchschn. 
3,9% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 5 Fallen 0,009-0,011%, 


TABELLE XXXVI. 


>) a “ ke) eo of 
eee = re 38 - See 
Tier- B:5 Tier- AS Tier- nO By Mier- || cee 
nummer 2 BE nummer Z & x nummer 5 =I £ = nummer| 7} ge 
Ss Og Hoe SB 
= S a Ay 
120 6,8 105 4,3 106 0,009 105 0,057 
130 5,9 114 4,4 116 0,011 114 0,059 
ail 6,5 120 ys) ilaley 0,010 120 0,051 
130 3,4 118 0,010 130 0,042 
Mittel- ie 131 4,0 119 0,010 Ue3tl 0,048 
ee ie Mittel Mittel 
Mittel- ittel- itte fs 
wert 3,9 wert 0,010 wert 0,051 
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durehsehn. 0,010%; und der Phosphatidphosphor bei 5 Fallen 
0,042-0,059%, durehschn. 0,051%. 


d) Hungergruppe: (Tabelle XXXVI). 

Die Gesamtfettsiure war bei 3 Fallen 6,7-6,8%, durchschn. 
6,8%; das Gesamtcholesterin bei 3 Fallen 3,0-4,6% ; durchschn. 
3,8% ; der Aminostickstoff der Fettstoffe bei 5 Fallen 0,009-0,013%, 
durchschn. 0,011%; und der Phosphatidphosphor bei 3 Fallen- 
0,037-0,054%, durehschn. 0,047%. 


TABELLE XX XVII. 


e a “ ay © bs) H 

sas eh oe : ae 
Tier- Als Tier- as Tier- "ne Ec quien | EAE. 
nummer 2 + RB nummer 8 & x nummer z a £ S nummer a BS 

om Og fae Se 

S) 4 a 
29 6,8 29 3,8 102 0,009 101 0,049 
Bul 6,7 ok 3,0 109 0,009 136 0,054 
137 6,8 136 4.6 110 0,013 137 0,037 
134 0,010 ; 
Mittel-| 6 Mittel-| 4 Al ; Mittel-| 9 947 
wert ; wert ’ 135 0,013 wert , 
Mittelw.| 0,011 


Zusammenfassende Beobachtung: 


Die Resultate der obigen Experimente will ich hier zusammen- 
fassend betrachten. 

Da die Fettstoffe im Organismus zueinander in inniger 
Beziehung stehen, verandert sich im Blut, wenn das Tier eine 
Umsatzstorung erleidet, nicht nur dasjenige Lipoid, welches direkt 
Umsatzstorung ‘betrifft, sondern es veraindern sich auch andere. 
Daher muss man bei jeder Untersuchung alle Fettstoffe gleichzeitig 
beobachten. 

Wenn man die bisherigen Berichte von vielen Forschern iiber- 
blickt, so kann man feststellen, dass sie nur von dem Vergleich 
des Umsatzes der Fettstoffe bei der Reiskrankheit (B-Avitaminose) 
und bei normalen Tieren handeln und der Umsatz der Hunger- 
gruppe gar nicht beriicksichtigt ist, trotzdem bei der Reiskrankheit 
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(B-Avitaminose) die Tiere aus Appetilosigkeit ins Hungern ver- 
fallen und daher ihr Kérpergewicht deutlich abnimmt. Es ist 
also wichtig, dass man auch den Hinfluss, den das Hungern auf 
den Fettumsatz ausiibt, und den Fettumsatz der Normalgruppe 
beobachtet, um den Fettumsatz beim Fehlen von Vitamin B gut zu 
erforschen. 

Mein vorliegender Versuch.wurde von obigem Standpunkt aus 
untersucht. 


Fettstoffe des Gehirns (Tabelle XX XVIII). 


Der Durchschnittswert der Gesamtfettsiure war bei der 
Normalgruppe 3,8%, bei der B,Bs-Avitaminosegruppe 3,3%, also 
eine Abnahme von 0,5%, bei der By-Avitaminosegruppe 3,0%, sie 
zeigte also eine Abnahme von 0,8% und bei der Hungergruppe 
3,2%, verglichen mit der Normalgruppe hatte sie also eine Abnahme 
von 0,6%. Die Abnahme der Gesamtfettsiure bei der B,Bo- 
Avitaminosegruppe kommt also nicht durch Vitaminmangel, 
sondern wohl durch den Hunger der Tiere, die der B,-Avitaminose- 
egruppe kommt jedoch nicht nur vom Hungern, sondern auch von 
der B,-Avitaminosefiitterung. 

Der Durchschnittswert des Gesamtcholesterins war bei der 
Normaleruppe 1,5%, bei der B,Bs-Avitaminosegruppe 1,4%, bei 
der B,-Avitaminosegruppe 1,6% und bei der Hungergruppe 1,4%. 
Hotta (1923) behauptet, dass die Normaltaube 1-1,3%, und die 
Reistaube 1,2-1,7%, also zeigte die Taube der Reiskrankheit eine 
Zunahme. Nach Gassner (1927) zeigte die Normaltaube 1,3-1,5% 
freies und 0,1-0,2% gebundenes, bei der Reistaube 1,3-1,7% freies 
und 0,1% gebundenes Cholesterin. Nach ihm wiesen also das freie 
und das gebundene Cholesterin sowohl bei der Reiskrankheit 
(B-Avitaminose) wie auch beim normalen Tier keinen grossen 
Unterschied auf. Auch meine Experimente brachten bei der B,Bo- 
Avitaminose keinen grossen Unterschied von der Hungergruppe 
und auch bei der B,-Avitaminose war keinen Unterschied von der 
Normalgruppe zu verzeichnen. 

In den Nervengeweben war gebundenes Cholesterin nur sehr 
wenig vorhanden und daher war es schwer mit meiner Bestim- 
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mungsmethode seine Veriinderungen zu bestimmen, deshalb habe 
ich nur die des Gesamtcholesterins untersucht. 

Der Durchschnittswert des Phosphatidphosphors war bei der 
Normalgruppe 0,059%, bei der B,Bs-Avitaminosegruppe 0,052%, 
bei der Hungergruppe 0,058%; also zeigte sich bei der By ,Bo- 
Avitaminose, Normal- und Hungergruppe keinen grossen Unter- 
schied, doch die Bi-Avitaminosegruppe zeigte eine Abnahme. 

Der Durchschnittswert des Aminostickstoffs der Fettstoffe war 
bei der Normalgruppe, ByB2- und B,-Avitaminosegruppe 0,011%, 
bei der Hungergruppe 0,010%; also zeigte sich bei diesen kein 
erosser Unterschied. 


TABELLE XXXVIII. 


Nora ERATE Ui fee en Hlunger 
Gesamtfettsiure % 3,8 3,3 3,0 3,2 
Gesamtcholesterin % 1,5 1,4 1,6 1,4 
Phosphatidphosphor % 0,059 0,058 0,052 0,058 
Aminostickstoff 9% 0,011 0,011 0,011 0,010 


Die Fettstoffe im Riickenmark (Tabelle XX XIX). 


Der Durchschnittswert der Gesamtfettsiure betrug bei der 
Normalgruppe 8,4%, bei der ByBs-Avitaminosegruppe 7,2%, also 
war eine Abnahme von 1,2% und bei der B,-Avitaminosegruppe 
' 64%, eine Abnahme von 2% zu verzeichnen. Bei der Hunger- 
gruppe betrug der Durchschnittswert 8,3%; und verglichen mit 
der Normalgruppe zeigte sie keinen grossen Unterschied. Die B,Bo- 
und By,-Avitaminosefiitterung ergab eine Abnahme der Gesamt- 
fettsaure, die besonders deutlich bei letzterer Gruppe war. . 

Der Durchschnittswert des Gesamtcholesterins war bei der 
Normalgruppe 4,6%, bei der B,Bs-Avitaminosegruppe 4,3%, bei 
der B,-Avitaminosegruppe 4,4%, bei der Hungergruppe 4,5% ; 
verglichen mit der Normalgruppe zeigte diese keinen grossen 
Unterschied. Gassner (1927) behauptet, dass bei der Normal- 
taube das freie Cholesterin 3,5-4,0%, das gebundene 0,2%, bei der 
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Reistanbe das freie 3,4-4,8%, das gebundene 0,1-0,2% sei; also 
zeigte das freie Cholesterin Zunahme bei der Reiskrankheit. Bei 
meinen Experimenten zeigte das Gesamtcholesterin keinen grossen 
Unterschied bei der ByBo- und By-Avitaminose, verglichen mit der 
Normal- und Hungergruppe. 

Der Durchschmittswert des Phosphatidphosphors war bei der 
Normalgruppe 0,070%, bei der B,By-Avitaminosegruppe 0,074%, 
bei der B,-Avitaminosegruppe 0,072%, bei der Hungergruppe 
0,078%, also zeigte sich bei der ByBs- und Bi-Avitaminosegruppe 
und Normalgruppe kein grosser Unterschied derselben, nur leichte 
Zunahme bei der Hungergruppe. 

Der Durchschnittswert des Aminostickstoffs der Fettstoffe war 
bei der Normalgruppe 0,011%, bei der B,;Bo-Avitaminosegruppe 
0,011%, 
gruppe 0,013%; also gleichen sich die Normal- und B,By-Avita- 


bei der B,;-Avitaminosegruppe 0,014%, bei der Hunger- 


TABELLE XXXIX. 


Normsy be ipeesrerere sa eetaateen Hunger 
Gesamtfettsiure 7% 8,4 (2 6,4 8,3 
Gesamteholesterin % 4,6 4,3 4,4 4,5 
Phosphatidphosphor % 0,070 0,074 0,072 0,078 
Aminostickstoff % 0,011 0,011 0,014 0,013 
minosegruppe, die Hungergruppe und _ B,-Avitaminosegruppe 


zeigen keinen grossen Unterschied. 


Die Fettstoffe in den Peripherienerven (Tabelle XL). 


Der Durchschnittswert der Gesamtfettsdure bei der 
Normalgruppe 6,9%, bei der B,B2-Avitaminosegruppe 6,57, also 
eine Abnahme von 0,4%, bei der B;-Avitaminosegruppe war 6,2%, 
zeigte also eine Abnahme von 0,7%. Bei der Hungergruppe war 
6,8%, verglichen mit der Normalgruppe war kein Unterschied. 
Dagegen zeigen die B,Bs und B,-Avitaminosegruppe Abnahme, und 
diese war bei der letzteren besonders deutlich. 


war 
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Der Durehschnittswert des Gesamtcholesterins war bei der 
Normalgruppe 3,8%, bei der B,Bo-Avitaminosegruppe 3,6%, bei 
der B,-Avitaminosegruppe 3,9%, bei der. Hungergruppe 3,8% ; 
also zeigte sich bei diesen kein grosser Unterschied. Gassner 
(1927) berichtete, dass bei den Fliigelmerven der normalen Taube 
das freie Cholesterin 1,1-1,2%, das gebundene 0,3%, bei der 
kranken Taube das freie 1,2-2,0%, das gebundene 0,2-0,5% zeigte, 
doch bei meinen Experimenten zeigte sich bei B,Bs- und By- 
Avitaminosegruppen kein grosser Unterschied, verglichen mit den 
Normal- und Hungergruppen. 


TABELLE XL. 


Noe Caan REN ee 
Gesatfettsiure % 6,9 6,5 6,2 6.8 
Gesamtcholesterin % 3,8 3,6 3,9 3,8 
Phosphatidphosphor % 0,052 0,049 0,051 0,047 
Aminostickstoff % 0,011 0,012 0,010 0,011 


Der Durchschmittswert des Phosphatidphosphors war bei der 
Normalgruppe 0,052%, bei der ByBs-Avitaminosegruppe, 0,049%, 
bei der By,-Avitaminosegruppe 0,051%, bei der Hungergruppe 
0,047% ; also zeigte sich bei diesen kein grosser Unterschied. 

Der Durchschmittswert des Aminostickstoffs der Fettstoffe war 
bei der Normalgruppe 0,011%, bei der ByBo-Avitaminosegruppe 
0,012%, bei der B,-Avitaminosegruppe 0,010%, bei der Hunger- 
gruppe 0,011% ; also zeigte sich bei diesen kein grosser Unterschied. 

Wie schon oben erwahnt, nimmt die Gesamtfettsiure in den 
Nervengeweben bei der B,Bs- und B,;-Avitaminose im allgemeinen 
ab, Gesamtcholesterin, Phosphatidphosphor und Aminostickstoff 
der Fettstoffe zeigen keine deutlichen Verainderungen; dagegen 
weisst das Neutralfett eine Abnahme auf. Doch diese Abnahme 
ist bei der B,-Avitaminose deutlicher als bei der von B,Bo. 

Akiba (1929) hat bei der Reistaube den Umsatz der Zucker- 
stoffe untersucht und festgestellt, dass im Riickenmark Abnahme 
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des Glykogens und die Zunahme der Milchsiiure hervorgerufen 
wird. 

Die fiir die Leistungen der Tiere nétige Energie wird von 
Zuckerstoff und Fett geliefert; doch wenn auf solche Weise die 
Umsatzstorung des Glykogens auftritt, dient das Fett als Energie- 
quelle. Hs ist also etwas Selbstverstiandliches, wenn, wie bei meinen 
Experimenten, bei B,;Bs- und B,-Avitaminose das Neutralfett 
abnimmt. Das im Gegensatz dazu bei B, und Bo-Avitaminose der 
Umsatz des Cholesterins, Lipoidphosphors und Aminostickstoffs 
der Fettstoffe in den Nervengeweben keine besonderen Verande- 
rungen erleidt, ist, vom Standpunkt des Wesens der Gewebsfett- 
stoffe aus gesehen, fiir den Organismus von grosser Bedeutung. 

Wenn man diese Tatsachen eingehend beobachtet, und B,Bo- 
Avitaminose mit B,;-Avitaminose, also beim Vorhandensein von Bo, 
vergleicht, ist die Abnahme des Neutralfetts bei letzterem groésser. 
Das kommt wohl davon, dass Vitamin By auf die Oxydation des 
Neutralfetts fordernd wirkt, und demnach vermutet man, dass 
Vitamin B,; wohl hemmend auf die Oxydation des Fettes wirkt. 
Das ist eine Tatsache von ausserordentlicher Bedeutung. 

Man koénnte annehmen, dass die antagonistische Wirkung der 
Vitamine B; und Bz auf die Oxydation des Neutralfetts auch bei 
dem Umsatz des Glykogens in Erscheinung tritt. 

Dass die Lecithin- und Kephalinmenge der Nervengewebe der 
Tiere, denen kein Lecithin und Kephalin zugefiihrt wurde, keine 
Veradnderungen zeigten, kommt wohl daher, dass das durch den 
Umsatz verbrauchie Lecithin und Kephalin immer durch Synthese 
aus anderen Bestandteilen ersetzt werden muss. 


ScHLUSS 


1. Als erste Vorbereitung stellte ich die Fettstoffe im polerten 
Reis fest. In 500g poliertem Reis war 1,2 ¢ Gesamtfettsaure und 
0,015 g Gesamtcholesterin und in 1kg konnte ich weder Lecithin 
noch Kephalin nachweisen. 

2. Als zweite Vorbereitung zu diesen Experimenten habe ich 
die verschiedenen Bestimmungsmethoden der Fettstoffe in den 
Geweben behandelt. Ich konnte bei 0,2 g Hirngewebe gravimetrisch 
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9 me Gesamtfettsiure, bei 0,1 g gravimetrisch 1-2 mg Gesamtcholes- 
terin, bei 0,2 ¢ titrimetrisch 0,05 mg Phosphatidphosphor und bei 
0,5 g 0,04-0,08 me Aminostickstoff der Fettstoffe feststellen. 

3. Bei Fiitterune mit polierten Reis fehlten ihm ausser den 
Vitaminen B,; und Bo, noch Lecithin und Kephalin. Bei vier 
Gruppen von Tauben, naémlich mit Normalfiitterung, ohne Fiitter- 
und By,-avitaminotische und B,Be-avitaminotische Fiitterung beo- 
bachtete ich die Fettstoffe in den Nervengewebe. Die Resultate 
sind folgende: 

a) Beim Hirn zeigte die Hungergruppe, verglichen mit der 
Normalgruppe, eine Abnahme der Gesamtfettsaure. Bei der 
Gruppe, der B; und Be fehlte, nahm die Gesamtfettsaure ab; doch 
kam das sicher davon, dass das Tier ins Hungern verfiel, und nicht 
vom Fehlen des B; und By. Bei der Gruppe, der B, fehlte, war 
die Abnahme stirker als bei der Hungergruppe. Bei allen Fallen 
konnte man an der Menge des Gesamtcholesterins, Phosphatidphos- 
phors und Aminostickstoffs der Fettstoffe keine deutlichen 
Verainderungen bemerken. 

b) Am Riickenmark zeigte die Hungergruppe bei allen Fett- 
stoffen, verglichen mit der Normalgruppe, keine grossen Verainde- 
rung. Bei der Gruppe, der B; und Be und bei derjenigen, der By, 
fehlte, zeigte sich eine Abnahme der Gesamtfettséure; doch war 
diese bei letzterer deutlicher als bei der ersteren, aber andere Fett- 
stoffe zeigten keine grossen Verainderungen. 

c) In den Peripherienerven zeigte die Hungergruppe an allen 
Fettstoffen, verglichen mit der Normalgruppe, keine  grosse 
Veranderung. Bei der Gruppe, der Bi und Bg und derjenigen, der 
B, fehlte, zeigte sich eine Abnahme der. Gesamtfettsiure, doch 
war diese bei der letzteren deutlicher als bei der ersteren. 

d) Vitamin By wirkt auf die Oxydation des Fetts in den 
Nervengeweben fordernd. Vitamin B, hemmt dagegen die Oxyda- 
tion des Fetts in den Nervengeweben. Daher scheint der Umsatz 
des Fetts im Nervengewebe durch die Kooperation des Vitamins B,; 
und Be in Gleichgewichtszustand gestellt zu werden. 
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Takeda (1927), Tadokoro and Ugami (1930) made some 
investigations on the relation between the cystine content of hair 
and feather of animals and their age and sex, determining this 
amino acid by Okuda’s Iodine Method (1925), with or without 
some modification. Lightbody and Lewis (1929), Beadles, 
Braman and Mitchell(1930), Smuts, Mitchell and Hamil- 
ton (1932) studied the relation between the cystine content of the 
hair of animals and their nutrition. 

The present research was carried out in order to determine 
the cystine content of the hair and the feathers of animals in 
different conditions. 


Meruop or DETERMINATION. 


The samples freed from both ether extractive matters and 
water soluble materials, were used for the determination of cystine. 
For the determination, the Iodine method was used, titrating with 
M/1000 KIO; solution. In many eases, 0.5g of a sample was 
hydrolysed with hydrochloric acid and then decolorised and 
reduced. For the single titration, 20 ce. of 2 per cent hydrochloric 
acid solution containing about 2mg eystine was applied, and the 
end point of the titration was observed by the yellow coloration. 
But sometimes, samples as small as 0.1g were hydrolysed, and 
10 ce. of 2 per cent hydrochloric acid solution containing about 
0.2mg cystine was titrated electrically. The cystine content 
described in this communication is shown in per cent of dry matter, 
unless otherwise indicated. 
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CysTINE CONTENT. 

I. The influence of individuality: As the young of the same 
litter sometimes differ considerably from each other, before the 
study on the relation between different conditions of animals and 
the cystine content of their hair is described, attention should be 
called, first of all, to the influence of the individuality of animals 
on the eystine content of their hair. 

As far as our experiments were concerned, the cystine content 
of the hair taken from the similar parts of the bodies of albino 
rats, which were of the same litter, of the same sex, and fed with 
the same diet, differed from 10.28 per cent to 8.29 in males, and 
9.04 to 8.24 in females. 

IT, The effect of nutrition: Lightbody and Lewis (1929) 
concluded from their experimental results with albino rats receiv- 
ing rations containing different amount of casein, that the produc- 
tion of the hair is related to the protein (and cystine) content of 
the diet. Mitchell ete. (1930, 1932) showed, that a ration de- 
ficient in cystine inhibits body growth and the growth of hair, and 
that the addition of this amino acid to such a ration increases its 
value in the promotion of hair growth. 

In the present experiment we fed two groups of male white 
rats of the same litter with a vitamin A free diet (extracted casein, 
20; starch, 55; cane sugar, 5; agar-agar, 1; boiled and oxidised 
lard, 15; McCollum salt mixture, 4 and orizanin, 4), with or with- 
out addition of the vitamin. In spite of the great difference of the 
nutritive condition and of the growth of the animals, the average 
cystine content of their hair were 9.92 and 9.29 respectively. 
Namely there is no great difference in the cystine content, when 
the diet contains a sufficient amount of protein (or cystine). 


III. The relation of the age: Takeda (1927), Tadokoro 
and Ugami (1930) showed that the cystine content of human hair 
varies in ages, high in the old and low in the young. Our experi- 
ments, dealing with the hair of animals, such as rats, cows, sheep, 
pigs and rabbits, of different ages came to an analogous conclusion. 
Especially interesting were the cases of parent and child, and of 
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the same animal in different stages of its growth. 


Cystine content of the hair of animals of different ages. 


a). Different female animals. 


Cows | Sheep Sheep Pigs Pigs 
(Horstein) (Merino) (Corridale) (Yorkshire) (Barkshire) 
Age Age Age Age Age 

(Month) (Mon.) (Mon.) (Mon.) (Mon.) 
24 10.42 18 8.74 19 9.67 1 10.76 ih Ala S755 
33 =10.04 iblss “elu; 195 LO 36 61 11.49 386 11.94 
3h) 10:58 
62 10.14 
Si LiK6 
140 12.52 
b). Parent and child (rabbits, Angora). 
Father 15.58 Son (6 months) 11.74 
Mother 15.19 Daughter ( ,, ) 12.10 


c). The same animal (rats) in different growing periods. 


Age (Month) 2 38 4 7 
Male 9.62 10.75 10.99 10.60 
Female 10.13 te23 3 11.56 


IV. The relation of sex: Takeda, Tadokoro and Ugami 
studied the relation between the cystine content of the hair of 
animals and their sex. 

According to the results of our comparative study performed 


But their results did not agree. 


with the same aged animals, in the great majority of cases, the 
cystine content of the hair was higher in females than in males. 


Cystine content of the hair of animals of the same age 
and different sex. 


Male Female Age (Month) 
White rat 10.03 10.10 2 
11.45 12.21 Pall 


” ” 
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Male Female Age (Month) 
Sheep (Merino) 8.53 8.74 18 
»  (Corridale) 10.14 9.67 19 
Rabbit (Belgian) 11.94 12.74 7 
e 5 13.18 13.43 36 
3 (Angora) 11.74 12.10 6 
Ox and cow 12372 10.42 24 


V. The relation of the races: 


The cystine content of the 


hair and feathers was determined, with reference to the races of 
animals, with the following results :— 


The relation of the races. 


Cow Sheep Rabbit Monkey 
Hamilton 13.05 | Marino 9.29 | Belgian 12.83 | Gibbon 10.18 
Holstein 11.12 Shropshire 9.21 Russian 11.72 Sapajon 10.90 
Japanese 45 ae Angora = Longtailed 

ane 12.14 | Corridale 10.06 Cire nce) 2.50 monkey 13.22 

: , : ~ | Japanese 

aes 2D) m2 fal ENS 5 ” 
Hybrid 12.27 | Hybrid 8.73 (England) 13.65 monkey 12.63 - 
Monkey Deer Bear Pig 
Japanese Japanese A 
Black ape 10.80 aves 8.12 Black bear 13-98 Yorkshire 10.78 
Pig-tailed Formosan ie Brown = 5 S 
eaten 14.48 ica 8.58 Gene 11.05 | Barkshire 11.35 
Lemur 13.41 Elk 10.32 Polar bear 11.42 
Lion-tailed 
monkey 13.39 Sumbar 9.94 

Goat Raccoon Wolf Camel 
Goat 7.45 2 Striped Two humped 
43 oe 12.34 invaena 9.23 earhel 8.74 

ngora accoon ~ | Corean ~ 
goat 7.91 dog 13.65 eral? 9.63 | Rhea 11.54 
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Kangaroo Duck (Wing) Pheasant 
Kangaroo 8.53 Wild duck 9.52 Fheasant 7.78 
Rabbit kangaroo 7.96 Baikal teal 9.49 Beeves’s pheasant 6.74 


As far as the experimental results show, the hair, as a rule, 
contains much more cystine than the feathers. In the case of hair, 
that of some monkeies contain as much cystine as the human hair. 
The hair of rabbits, cows, and bears, also are rich in cystine, but 
those of sheep, goats and wolves comparatively poor. 

VI. Different parts of the body: The cystine content of the 
hair or feathers, situated in the different parts of the body of an 
animal, was determined with the following results :— 


Cystine content of hair of different parts. 


Tiger Rabbit Yak Lion 
Leg 11.05 Back 10.55 Back 8.85 Mane 11.52 
Neck 12.67 Leg 11.26 au 8.46 Back 16.22 
Tail 11.48 Abdomen 10.76 


In the case of birds, the cystine content of the feathers de- 
creases in the order of down feathers (downy), back feathers 
(scapulars) and wing feathers (primaries), as shown in the follow- 


ing table :— 
Cystine content of different kinds of feathers. 

Mandarin | White fronted : c sa 
duck goose Wild duck Baikal teal 

Down feather 10.75 9.72 10.21 10.16 

Back feather 10.43 9.18 10.07 9.98 

Wing feather 9.00 7.92 9.52 9.49 
Blackiston’s Little Night Water wail woodeoek 

eagle owl grebe heron 
Back feather 9.29 10.76 10.08 10.00 10.58 


Wing feather 8.72 9.94 9.37 9.09 9.75 
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: ‘ Water-kin 
Pigeon | Sparrow | Pheasant eS Ostrich Guket g 
Back feather 7.94 9.94 7.69 6.74 7.09 9.16 
Wing feather 7.63 9.21 7.78 6.04 6.77 8.81 


VII. Different parts of hair: Tadokoro and Ugami(1930), 
investigating on the human hair, coneluded that the cystine content 
varies with different parts of hair and that of the terminal part 
is always less than that of the other part. Analogous results were 
obtained in the present study with horse hairs from the mane and 
the tail. 


Cystine content of different parts of hair. 


Terminal Middle Root 
Mane 10.24 10.62 10.92 
{Mew 9.85 9.91 10.65 


VIII. Barbs and rhachis of feathers: Takeda(1927) showed 
that in the cystine content of feathers, barbs are generally superior 
to rhachis. The present work, dealing with many kinds of birds 
confirmed this finding. The cystine contents as determined for 
barbs, rhachis and total feathers are shown in the following table, 
in which A indicates back feather (scapulars) ; B, tail feathers; 
and the rest, wing feathers (primaries), unless otherwise indicated. 


Cystine content in barbs and rhachis. 


; Lesser sulpher 
Swinhol Rosy Common : 
Kalleage pelican |Guinea fowl Cockatiel hese 
Whole feather 7.04 8.26 7.33 1.78 8.34 
Barbs 7.72 8.41 8.07 9.13 9.97 
Rbachis 6.71 8.15 6.81 6.74 6.88 
Brown | Grey black : ¢ Golden 
owlet bird Curassow Ostrich pheasant 
Whole feather 8.29 7.12 Seti 7.09 (A) 6.96 (B) 
Barbs 9.29 9.29 9.35 6.97 6.78 
Rhachis 7.43 6.21 8.26 7.27 7.10 
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Reeves’ : : 
Beer uae Black swan Magpie White peafowl 
Whole feather 6.04 (B) 8.07 7.04 6.82 (A) 
Barbs 6.06 9.61 7.65 6.22 
Rhachis 6.02 6.26 6.43 7.06 
SUMMARY. 


1. The cystine content of hairs and feathers of many kinds of 
animals was determined by the Iodine Method. 

2. Some difference was observed in the cystine content of the 
hair, even in the albino rats of the same litter, of the same sex, 
which were fed with the same diet under similar condition. 

3. In spite of the great difference of nutritive condition and 
growth of albino rats, fed with or without addition of vitamin A, 
the cystine content of their hair showed only a little difference 
when the diet was rich in protein or cystine. 

4. The cystine content in the hair of animals, such as rats, 
cows, sheep, pigs and rabbits was, as a rule, higher in the old 
animals than in the young. The same fact was also observed in 
the cases, of a parent and a child, and of the same animal in 
different periods of growth. 

5. According to the results of experiments performed with 
’ animals of the same age, such as rabbits, sheep, rats, cows and 
oxen, in the majority of cases the cystine content of the hair was 
higher in females than in males. 

6. The relation between the cystine content of the hair and 
feathers of animals and their races was studied for more than ten 
species of animals. 

7. The cystine contents of hairs and feathers, which are 
located in the different parts of bodies, were compared for more 
than twenty species of animals. 

8. It was shown, in the case of the horse’s mane and tail 
hairs, that the cystine content of the terminal part is less than that 
of the other parts. 

9. The cystine content varies with different parts of feathers, 
that of barbs is always more than that of the rhachis. 
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In conclusion the authers wish to express their thanks to the 
Masters and Messieurs of the Kyoto Memorial Zoological Garden 
and the Osaka Municipal Zoological Garden, from where the 
majority of the materials for the present research were obtained. 
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The present account deals with a preliminary attempt for 
researches of a /-N-acetylglucosaminides attacking glucosidase. To 
estimate tissue phenols according to the principle of Theis and 
Benedict (1924), Folin and Wu’s deproteinizing reagent is 
unsuitable and trichloracetic acid method was proved to give 
accurate results not only in tissue but also in blood analyses. 

The writer recommends to make the non-protein filtrate by the 
following precedures : 


Reagents. 
1) 7% Trichloracetic acid solution. 
2) NaOH solution of such an alkalinity that 1 ec. and 1 drop 
of it neutralize precisely 5 ec. of 1.) 


Procedures: 


0.5 to lem. of tissue pulp is made up to 10ce. with water, 
shaken with 10 cc. of the trichloracetie acid solution and filtered 
after standing for 1 hour. 5ce. of the filtrate are then added to 
with 0.5 ec. of the reagent 2), diluted to 10 cc. or to their multiple, 
when necessary, and 10 ce. of the final solution are treated with 
eum acacia and the phenol reagents as Theis and Benedict 
described. 


Limiting factors in usage of trichloracetic acid and 
trials with other protein precipitants. 


1. pH of the protein-free filtrate must le in the range be- 
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tween 6.6 and 7.8, otherwise the colour development is insufficient. 
The alkalinity of the reagent 2) is so adjusted as to meet this 
requirement. 

2. The readings of the solutions containing from 0.015 to 
0.05 mg of phenol are accurately proportional to the 0.025 mg 
standard as is in the original method. 

3. The accompanying table shows that phenol added to the 
tissue pulp solution or to blood is recovered quantitatively, where 
the deproteinizing of the latter was made by the following proce- 
dures: 1 part of blood was laked in 2 parts of water and, after 
10 minutes, added to with 2 parts of 8.75% trichloracetic acid 
solution and filtered. 10cc. of the filtrate was then neutralized 
with lee. of NaOH solution (reagent 2) and 10 ce. of this solu- 
tion or of the properly diluted were applied to phenol estima- 
tion. 


free phenols ebserved 
tissue dni’) g tissue added preexisting free 
or in 2ce of Bree : : 
a pean ae aera phenols +added phenol recovered. 
blood as phenol. phenol cale. as 
phenol. 
mg mg mg mg To 
bull liver 0.2098 0.10 0.3098 0.2098 100 
0.20 0.4098 0.2098 100 
bull blood 0.044 0.2 0.244 0.200 100 
0.4 0.443 0.399 99.8 
0.8 0.845 0.801 100.1 


4. Yellow tune of orange colour deepens along the time after 
initial colouration of phenol, but, nevertheless, no appreciable 
change of reading is caused thereby between the 5th to 60th 
minutes. 

5. The criticism of the Folin and Wu’s deprotenizing 
reagent: The non-protein filtrate was obtained by making 1 gm. 
of liver pulp up to 5 ee. with water, followed by addition of 5 ee. 
of 10% sodium tungstate and of the equal volume of 2/3 n. HeSOq. 
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As the filtrate became turbid with the diazotized nitroaniline 
reagent and yielded no colouration on further addition of sodium 
carbonate, the concentration of the tungstate solution was varied 
from 10 to 7, 5, 3, and to 1% and the reaction of the filtrate was 
moved to faint acidity in advance of adding gum acacia. The 
orange colour could thus be made to appear while the turbidity 
always accompained it. 

6. Fujita and Iwatake’s CdSO, method: The non-protein 
filtrate was prepared by following the original direction, save that 
lee. blood was replaced with 1gm. of tissue pulp (bull liver). 
The turbidity appeared again in this case in a few minutes after 
alkalinizing with sodium carbonate and this was not prevented, 
although the calculated amount of NaOH was used so as to remove 
the excess of cadmium from the filtrate. 

Phenol contents of various bull tissues. 


, 


By the present procedures, the following figures were obtained : 


Free phenols in 100 gm of 


and ot icone | No. tissue cale as phenol 

mg. 
24.74 
Liver : 33.15 
10.96 
Heart S 9.64 
i 20.2 
Stomach mucosa 9 31.84 
21.52 
Kidney : 13.94 
9.64 
Thyreoidea : 22.00 
17.68 
Small intestine mucosa : 13.24 
39.52 
Spleen > 30.64 
13.00 

Lung . 
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Free phenols in 100 gm of 
Kind of tissue No. tissue cale. as phenol 
meg. 
il 29.32 
Gl. submax. 2) 19.60 
1 11.32 
OEY 2 9.52 
: 13.12 
Gl. parotis 2 13.48 
10.48 
Cerebrum 2 at 
Cortex of 1 17.56 
capsule suprarenalis 2 15.52 
nS il 12.76 
anereas > 18.16 
~ 9 
Muscle ° pen 
by the present by the Theis and 
procedures: Benedict method: 
i 2.41 2.41 
Bios 2 2.34 2.31 


Muscle contains enormous amount and blood minimal amount 
of free phenols. 

The results obtained on blood by deproteinizing with 
trichloracetic acid and with tungstate, coincided well with each 
other. 

The writer is indebted to the Foundation for Promotion of 
Scientific and Industrial Research of Japan for defraying the 
expenses of this work. 
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Levene classified the posthetic group of ovomucoid first with 
LopezSuarez (1916) under a subgroup of mucoitin sulfuric acid, 
but later regarded it with Mori (1929) as composed of two 
mannoses and one glucosamine, basing on the figures of elementar 
analysis of the isolated carbohydrate complex. 

In 1931, Zuckerkandl and Messiner-Klebermass (1931) 
applied their method for glucosamine analysis to this mucoid and 
from the findings that glucosamine takes up in averages 7.3% 
and mannose about 10%, they inferred that the half of its total 
sugar fraction belongs to glucosamine, while the above figures 
suggest the molecular ratio of them 3 to 4. 

According to the more recent investigations of Sorensen 
(1931) the non-aminosugar moiety involves not merely mannose 
but one galactose to each three mannoses. 

As on one hand, Levene and Mori did not try to analyze the 
amino- and nonamino-sugars quantitatively and, on the other, the 
original Zuckerkand1 and Messiner-Klebermass method does 
not give accurate values (Watanabe 1936) especially on the 
protein hydrolysate, the present writers undertook a further study 
in this problem, employing the elaborated method of Masamune 
and Nagazumi for determination of glucosamine. Special atten- 
tion was paid also to the assertion of Sorensen. 


EXPERIMENTAL. 
On the proteid. 
Ovomucoid was prepared by the Willianen method modified 
by Onoe (1936, 1) from this institute and the substance obtained 
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showed the nitrogen content, rotatory power and amount of 
elucosamine (10.9%), similar to the Onoe’s. The identification 
of glucosamine was made by isolating it as the tetrabenzoate, by 
the procedures as from vitellomucoid (Onoe 19386, 2). 

As to non-aminosugar, orcinol, indole and diphenylamine I 
methods yielded the values in Table I (method, Ozaki 1936), which 
prove that mannose is the sole nonaminosugar existent in it and 
affords no argument at all to support the view of Sorensen. 
Trials also failed to isolate galactose as mucic acid from the HCl 
hydrolysate of the substance. 


TABLE I, 
Cone. of Percentage of mucoid taken up by sugar, 
ovomucoid eale. as 
solution Reaction. 
analysed 1 1a Oroae 3 mannoses + 
y glucose | mannose | galac 1 galactose 
O72 Orcinol 14.5 11.0 9.5 
Indole 6.5 11.0 9.0 10.8 
Diphenylamin 11.0 Maly Wes) 12S 
Ile 
0.1 Orcinol 13.0 11.0 10.0 
Indol Ue) 11.0 9.0 10.8 
Diphenylamin 15.0 11.0 19.0 12.5 
le 


The molecular ratio of glucosamine to mannose in the 
ovomucoid molecule was thus: 


1095 10a 
179, 180.55 


On the isolated prosthetic group. 

Because of the fact that what the analytical results demon- 
strate differ remarkably from the conclusion of Levene and Mori, 
the prosthetic group was attempted to isolate on the principle of 
these authors as described below, in order to settle the question 
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whether or not the carbohydrate fraction in ovomucoid may involve 
two single complexes, and one of them be lost, or disintegrated by 
the isolation process. 


Preparation of the prosthetic group. 

00 gm. of pure ovomucoid were hydrolysed by boiling with 500 
ec. of 10% barium hydroxide under reflux for 12 hours and the 
excess of barium was removed from the cooled and filtered solution 
by neutralizing the latter with 2m. H.SO, (28 ec). After being 
evaporated on the bath to about 400 cc, it was added to, first with 
saturated lead subacetate solution and next with saturated barium 
hydroxide, taking, each time, volumes just sufficient to east down 
all the precipitable substance (70 ce and 650 ce respectively). The 
precipitates were then combined, suspended in 80 ce of water and 
dissolved with 70 cc. of 30% acetic acid and after the insoluble 
residue was centrifugalized off, the solution was precipitated by 
addition of 1100 ce. of saturated Ba(OH)». When above mani- 
pulations were repeated again, the mother-liquor showed neither 
Molish’s nor biuret test. After another treatment, the precipitate 
was again suspended in 150 cc. of water at 50°-55°C and passed 
with CO»z-gas for 1 hour to set free the carbohydrate complex. The 
procedure was reiterated until the whole Molish test giving sub- 
stance was liberated and the combined and to ea. 100 ce. evaporated 
(in vacuo) extract was shaken with 30 ce. of the Hopkins’ reagent. 
As the supernatant liquor after centrifugalization gave difficultly 
separable precipitate on passing H2S-gas, 120 cc. of saturated. 
Ba(OH)» solution were added to the mixture without further 
treatment, and the clear liquor obtained by means of a centrifuge 
was neutralized with H2.SO4(2m.) and filtered. After being con- 
centrated to a small volume under reduced pressure, it was finally 
poured to 200 ec. of methanol, whereupon the polysaccharide settled 
out. From the mother liquor, the second fraction was deposited 
by ether. 

Purification was attempted by repetition of the final proce- 
dures, but as the most part of the substance came out in a finely 
dispersed state in methanol, it was deposited by means of a few 


bo 
bo 
bo 
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small particles of CaCl. 

The product was white powder with brownish tint. Yield, 1.8 
em. It gave no biuret reaction as did. Levene and Mori’s 
purified specimen, but ninhydrin, Ehrlich’s diazo and Millon’s 
reactions were plainly positive. 


Elementar analysis after Pregl. 
I. 2.912 mg substance: 4.180 mg C02(39.15% C) 1.315 m¢ 
H.0 (5.05% H) 0.296 mg ash(10.17%). 
IJ. 3.652 mg substance: 4.537 mg(38.90% C) 1.520mg H2O 
(5.84% HL) 0.351 mg ash(11.03% ). 
III. 2.881 mg substance: 0.112 cc. (14°C 761mm) N(2.55%). 
The ash content was on an average, 10.6% while the final 
specimen obtained by Levene and Mori was 3.44%. The oxalate 
test for calcium was positive on the ash, but neither the faintly 
alkalinized solution nor the acidulated solution of the substance 
gave precipitate on treatment with COs-gas or by addition of 
(NH4)2SO,4 respectively. Accordingly, calcium used for purifica- 
tion entered the compound as a constituent of a complex salt. 
When the ash content is subtracted, and the amount of the 
organic elements are calculated out per 100 of the rest, the follow- 
ing values are obtained: 


39.03x 10 _ 43.76, 
39.4 
Ape ee ek 
89.4 
455 eon 
89.4 


The comparison of them with those of Levene and Mori’s 
substance, reveals that N-content of the present specimen is 
markedly high, which is decidedly due to the remaining amino 
acids. 

Total reduction. 


0.764meg of the substance dried in vacuo at 78°C was 
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hydrolysed with 1n. hydrochloric acid for $, 1, 2, 3 and 4 hours by 
the procedures as Onoe (1936, 2) deseribed, and the reduction 
powers were found to correspond to 36.86, 50.05, 55.64, 59.20 and 
58.96%, calculated as glucose at the corresponding durations of 
hydrolysis. The maximal value is in averages 59.08% glucose. 


Glucosamine and mannose contents. 


Mannose was estimated by the indole method, and it was found to 
take up 30.9% of the polysaccharide. 


Cone. of the polysaccharide Cone. of mannose Percentage of 
solution taken for analysis in the solution polysaccharide 
Jo Jo occupied by mannose 
tL 0.395 30.2 
0.64 0.02 S125 
0-32 0.01 ei Oe) 
30.9 
(average) 


2.94me and 3.0mg of the polysaccharide contained 0.90 me 
(30.6%) and 0.93mg (31.0%). respectively. Average: 30.8%. 
The molecular ratio of both sugars is therefore 


30.9 . 30.8 4 
feos. 


The power of reduction on ferricyanide of the total sum of 
these sugars is to match 59.5% glucose by calculation (refer to 
Onoe 1936, 1), which coincides well with the result attained direct 
by the reduction method. 


Acetyl radicle. 
By the modified Postowsky’s method, described by Ozaki, 
15 mg substance gave 1.04 mg, 1.05 mg and 1.03 mg of the volatile 
2 OF 


acid, reckoned as CH3,CO. The mean value reaches 6.93%. 
The theoretical amount equivalent to glucosamine is 


30.8x 72 = 7.40%., 
179 
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namely, 93.6% of the amino radical of glucosamine is acetylated. 

The above figures, although the specimen is not yet free from 
aminoacids, lead to the conclusion that, by the process of isolation, 
the relationship between mannose and acetylglucosamine is not 
altered and the carbohydrate fraction of the mucoid involves 
nothing but one single complex. 


CONCLUSION. 

The prosthetic group of ovomucoid is composed of equimole- 
cular mannose and acetylglucosamine. 

The elementar analysis was made kindly by Dr. 8S. Umezawa, 
Assistant of Professor H. Suginome in the Chemical Institute. 
The writer is further indebted to the Foundation for Promotion of 
Scientific and Industrial Research of Japan for a grant towards 
the expenses of this research. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DES SOGENANNTEN 
GEBUNDENEN BLUTZUCKERS. 


Ill. Mitteilung 


Uber den Einfluss der Pankreas- und Nebennierenfunktion 
auf den sogenannten gebundenen Blutzucker. 


VON 


YOSHIMASA MATSUOKA. 


(Aus der med. Universitaétsklinik von Prof. N. Kageura, 
Nagasaki, Japan.) 


(Hingegangen am 7. August 1936) 


Unter normalen Verhaltnissen hat das Tier einen bestimmten 
freien Blutzuckergehalt und bemiiht sich, diesen bestaindig zu 
erhalten. Bei dieser Regulierung des Blutzuckers spielen die 
inneren Sekretionsorgane—namlich Pankreas, Schilddriise, Neben- 
niere und Hypophyse—eine grosse Rolle. Vor allem steht das 
Pankreas in engster Beziehung zu dem freien Blutzuckerspiegel. 


A. UBER DEN EINFLUSS DER PANKREASFUNKTION AUF DEN 
SOG. GEB. BLUTZUCKER. 


I. Der Einfluss des Insulins. 


Obwohl eine Anzahl von Forschern (Nitzeseu u. Popescu- 
Inotesti(1923), Bierry, Rathery u. Kourilsky(1924), Scott 
u. Best (1924), Condorelli (1925), Caltaviano u. Liotta 
(1929), Camidge (1923), Iketani (1927), Kamada (1929), 
Imanishi (1929) us.w.) angeben, dass, je nachdem der freie 
Blutzucker unter Einfluss von Insulin absinkt, der sog. geb. Blut- 
zucker mehr oder weniger ansteigt, haben einige andere Autoren 
(Simonnet u. Mme. Randoin (1924), Me- Cormick et 
Macleoid(1923), Staub(1925), Grevenstuk(1929), Toscano 
(1927) u.s.w.) im Gegenteil gerade eine Senkung auch des sog. geb. 
Blutzuckers gefunden. Die rumanischen Forscher Nitzescu und 
Popescu-Inotesti (1923) glaubten feststellen zu konnen, dass 
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nach Einspritzung von Insulin bei narkotisierten Hunden der sog. 
geb. Blutzucker anstieg bis zu einem Maximum, das nach 33-4 
Stunden erreicht wurde, gleichzeitig mit dem Minimum des freien 
Blutzuckers, worauf der sog. geb. Blutzucker schnell wieder absank, 
sogar bis zu subnormalen Werten. Doch wog dabei die Zunahme 
des sog. geb. Blutzuckers, als Glucose berechnet, nie vollstandig die 
Abnahme des freien Blutzuckers auf. Weiter hat Condorelli 
(1924-5) eine grosse Anzahl von Versuchen ausgefiihrt an 24 
Stunden hungernden kleinen Kaninchen. In 19 von 20 Versuchen 
war wahrend der Insulinhypoglykamie, ungeachtet des Auftretens 
oder Fehlens yon Krampfen, der sog. geb. Blutzucker absolut stark 
angestiegen. Die Dosis des Hormons betrug dabei 1-10 der 1923 
eebriuchlichen Hinheiten: die Bestimmung geschah 1 bis 3 Stunden 
nach der Hinspritzung. Auch kleinere Dosen von 0,2 Einheit 
bewirkten noch gleiche Steigerung des sog. geb. Blutzuckers. 

Andererseits gibt Grevenstuk (1929), der die Senkung des 
sog. geb. Blutzuckers unter Insulineinfluss behanptet, jn seiner 
Veroffentliichune an, dass die Ursache fiir solchen Gegensatz der 
Befunde bei Insulinverabreichung vielleicht in der Wahl des Ver- 
suchstieres, in der Reinheit des verwendeten Insulinpraparates oder 
in kleinen Differenzen der Bestimmungsmethode des sog. geb. 
Blutzuckers steckt. Aber es besteht noch eine Moglichkeit, nimlich 
dass das Pankreas neben dem Insulin, das auf den sog. geb. Blut- 
mucker regulierend wirkt, noch ein anderes Hormon enthalte, das 
den sog. geb. Blutzucker senken kénnten. 

In meiner vorangehenden Arbeit habe ich meine Ansicht tiber 
das Verhalten des sog. geb. Blutzuckers nach Zueckerzufuhr bei 
Hiweiss-Fettnahrung mitgeteilt. Die Fragen nach dem Hinfluss 
der Menge des eingespritzten Insulins und dem der Hiweiss- 
Hettnahrung auf den Spiegel des sog. geb. Blutzuckers nach 
Insulinverabreichung und ferner, ob die durch Hiweiss-Fettdiit 
oder Hunger hervorgerufenen Anderungen des sog. geb. Blut- 
zuckers nach Zuckerzufuhr durch Einspritzung von Insulin unter- 
driickt werden, sind Aufgaben dieser Untersuchung. 

Um die erste dieser Fragen zu klaren, wurden den Tieren nach 
24 stiindigem Kasten verschiedene Hinheiten Insulin (von kleinen 
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Menge bis zu Krampfdosis) jeden 3. oder 4. Tag subcutan ver- 
abreicht und danach der Gehalt des freien sowie des sog. geb. 
Blutzuckers gleichzeitig 6 Stunden lang (1St. 2.5St. 48t. 6St.) 
vergleichend untersucht. Wahrend dieser Untersuchung wurden 
die Tiere natiirlich mit kohlenhydratreicher gemischter Nahrung 
genahrt. Zur Blutentnahme und Bestimmung des freien und des 
sog. geb. Blutzuckers wurden genau dieselben Methoden, wie sie in 
meiner vorangehenden Mitteilung beschrieben sind, benutzt. 

Die Versuchsresultate an vier Hunden, die mit kohlenhydrat- 
reicher gemischter Nahrung genaihrt und mit 1/4-2 Einheiten 
Insulin pro kg. nacheinander zunehmend subeutan injiziert 
wurden, seien hier tibersichtlich in Tabellenform mitgeteilt. 


TABELLE I. 


1 + | Menge Blutzuckergehalt (%) 
Ny d o'S| des ie 
aa we Datum EE eingesp.| od. | Vorder|1St. n.d 
a ‘4 2 |Insulins| Geb. Z. | Insulin-| Insulin-|2St.| 4 St. | 6 St. 
(pro kg) einsprit.| einsprit. 
kg.| Eh. | Fr.Z.| 0,082 | 0,053 | 0,064] 0,087| 0,082 
27/XII| 9,0| 1/4 | Geb. Z.| 0,086 | 0,088 | 0,085] 0,085] 0,095 
can 39| 1/2 | Fr Z-| 0,078 | 0,046 | 0,040] 0,058 0,083 
aN 2 | Geb. Z.| 0,081 | 0,087 | 0,089] 0,082) 0,084 
ee oe Be e| 0081) 0,088.) 0,024) 0,047] 0,074 
fe Geb. Z.| 0,091 | 0,075 | 0,096] 0,082] 0,106 
ae se , | Fr.Z.| 0,091 | 0,042 | 0,039] 0,044] 0,091 
93} 2 | Geb. Z.| 0,081 | 0,079 | 0,081| 0,084] 0,063 
; Fr. Z.| 0,094 | 0,079 | 0,060] 0,083] 0,079 
27/XI1) 9,0) 1/4 | Gey. z.| 0,097 | 0,112 | 0,113] 0,117] 0,110 
, | Fr Z| 0,105 | 0,053 | 0,055| 0,091] 0,089 
30/ , | 88) 1/2 | gep.z.| 0,113 | 0,107 | 0,107] 0,101] 0,118 
aE Aes : Fr. Z.| 0,104 | 0,044 | 0,039] 0,034] 0,066 
4/1 8,8 Geb. Z.| 0,106 | 0,109 | 0,110} 0,105} 0,110 
| 
Fr. Z.| 0,096 | 0,038 | 0,035} 0,022 
8/1 8,7 2 | Geb. Z.| 0,118 | 0,130 | 0,125) 0,125 | Kran 
Fr. Z.| 0,089 | 0,047 | 0,049] 0,074| 0,085 
6/I | 12,7 | 1/4 | Gey. z.| 0,114 | 0,111 | 0,114] 0,114] 0,111 
Fr. Z.| 0,081 | 0,054 | 0,038] 0,049| 0,092 
Nr 19 |1/E | 131) 1/2 | gen. Z| 0,100 | 0,097 | 0,093] 0,091| 0,108 
Fr. Z.| 0,083 | 0,049 | 0,040] 0,033} 0,040 
to 24 1 | Geb. Z.| 0,108 | 0,100 | 0,110) 0,105] 0,103 
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: Fr. z.| 0,087 | 0,047 | 0,058] 0,071| 0,078 

6/1 78) 1/4 | Gey. Z| 0,126 |. 0,138 | 0,128] 0,116| 0,122 

, | Frz.| 0,085 | -0,047 | 0,038] 0,067| 0,088 

11/1 8.0) 1/2 | a@ep.z.| 0,108 | 0,111 | 0,108! 0,107] 0,103 

Nr. 20 iy os ; Fr. Z.| 0,074 | 0,033 | 0,026] 0,037| 0,060 
7; Geb. Z.| 0,119 | 0,112 | 0.115] 0,111] 0,112 

ai #: . Fr.Z.| 0,080 | 0,037 | 0,031] 0,029} 0,029 

Oo] 2 | Geb. z.| 0,101 | 0,110 | 0,110] 0,111] 0,104 


Der Wert des freien Blutzuckers sinkt durch Insulinver- 
abreichung bedeutend ab, und je groésser die Menge des einge- 
spritzten Insulins, desto starker und langer dauernd tritt die 
Senkung des freien Blutzuckers in Erscheinung. Dabei scheint 
der Wert des sog. geb. Blutzuckers nach Insulinverabreichung 
bald hoher als zuvor, bald nahezu unveradndert zu sein, aber er 
wird durch die Veranderung der Insulindosis nicht bedeutend 
beeinflusst. Die geringfiigigen Abweichungen meiner Resultate 
von denen der genannten Forscher liegen vielleicht an kleinen 
Verschiedenheiten der Versuchsanordnung. 

Bei dem zweiten Versuche wurden die Tiere eine bestimmte 
Zahl von Tagen zuerst mit kohlenhydratreicher gemischter 
Nahrung, dann mit Eiweiss-Fettdiat, und zuletzt mit Kohlen- 
hydratzusatz zur Grundkost, wie in meiner I. Mitteilung erwahnt, 
genahrt, und in jeder Periode eine bestimmte Hinheit Insulin nach 
24 stiindigem Fasten subcutan eingespritzt und danach der Wert 
des freien sowie des sog. geb. Blutzuckers gleichzeitig stiindlich 3 
Stunden lang vergleichend untersucht. 


TABELLE II, 


bs Le Menge Blutzuckergehalt (%) 
=. ; Unter- 5 oS] des WW, | ami 

eee suchungs- = # 5 eingesp.| od. [2 5 & by a, 
periode Q i &|Insulins| Geb. Z.| -'6 2]; 3 &| 28t. | 38t. 

(pro kg) Sse Q'S 
Gewohnliche 14/IV kg Eh. Fr. Z. | 0,091) 0,048 | 0,053} 0,088 
Kost 10.5 Geb. Z.| 0,085 | 0,094 | 0,102! 0,077 
91 | Hiweiss- Fr. Z. | 0,088 | 0,046 | 0,056] 0,078 
Nre2l)"Fettaiit  |18/» | 10,0) 1/4 | gor’ 7 | 0-104] 0/126] 0,101| 0.105 
Kohlen- 29/ 10.3 Fr. Z. | 0,100} 0,058 | 0,062) 0,096 
hydratzusatz|“" »” : Geb. Z. | 0,099] 0,109 | 0,112] 0,100 
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Gewéhnliche Fr. Z. | 0,098 | 0,058 | 0,069] 0,087 

Kost 14/1V) 9,7 Geb. Z. | 0,104] 0,121| 0/1241 0.104 

+r. o5 | Hiweiss- Fr. Z. | 0,096 | 0,056 | 0,076) 0,090 
Nr. 22 = 9,3 , 076) 0, 

: Fettdiat [18/») 95} 1/4 | Gey’ Z| o'106| 0/128] 0:1091 0,094 

Kohlen- el as Fr. Z.| 0,100] 0,065 | 0,092) 0,091 

hydratzusatz| °° | ~?" Geb. Z. | 0,106} 0,118 | 0,110) 0,105 

Gewohnliche 13/v | 5.6 Fr. Z. | 0,072 | 0,040 | 0,052} 0,092 

Kost Geb. Z. | 0,126| 0,140 | 0,135] 0,122 

. .- | Biweiss- aa Fr. Z.| 0,083} 0,036 | 0,043] 0,047 

Nr. 23 |" wetthiit [277 ») 55} 1/2 | gen Z| 0:100| 0.114| 0,106) 0.102 

Kohlen- et es Fr. Z.| 0,103] 0,038 | 0,043| 0,085 

hydratzusatz|"" ” 2 Geb. Z. | 0,125] 0,150 | 0,140) 0,138 

Gewohnliche Fr. Z. | 0,101) 0,070 | 0,057] 0,095 

Kost Li/VI| 8,6 Geb. Z, | 0,126] 0,130 | 0,141] 0,128 

-. 9, | Eiweiss- Fr. Z.| 0,105| 0,072 | 0,074] 0,106 

Nr. 24 |" wettaiit  |17/»| &4/ 1/4 | Gen: Z| 07105] 0,115 | 0,109] 0,109 

Kohlen- pee ie Fr. Z.| 0,092| 0,058 | 0,059] 0,081 

hydratzusatz|~"" ” : Geb. Z. | 0,126 | 0,133 | 0,132) 0,127 

Gewohnliche | pyyy) 9 Fr. Z.| 0,105| 0,067 | 0,047] 0,045 

Kost a Geb. Z. | 0,078| 0,068 | 0,087] 0,082 

- ox | Hiweiss- Fr. Z.| 0,088| 0,048 | 0,039] 0,039 

Nr 25 | mettaiat |12/» | 91) 1/2 | Gen. z. | 0,114) 0,111 | 0,107| 0,110 

Kohlen- ee ae Fr. Z.| 0,110| 0,043 | 0,086) 0,065 

hydratzusatz y? ; Geb. Z. | 0,122} 0,117 | 0,117) 0,110 

Gewohnliche T/VI 83 Fr. Z. | 0,098 | 0,047 | 0,045} 0,049 

Kost oe Geb. Z. | 0,128] 0,120 | 0,129) 0,125 

- oa | Eiweiss- Fr, Z.| 0,099| 0,050 | 0.045) 0,056 

Nr. 26 |“Fettaiat  |22/» | 84) 1/2 | Geb. Z| 0,149] 0,144 | 0,138) 0,144 

Kohlen- a a ly Fr. Z.| 0,101| 0,058] 0,047| 0,051 

hydratzusatz 2 . Geb. Z. | 0,142} 0,137 | 0,134/ 0,136 

Gewohnliche Fr. Z.| 0,099| 0,054 | 0,052) 0,047 

Kost 11/VIj 11,0 Geb. Z.| 0,109| 0,107 | 0,102] 0,107 

Eiweiss- : Fr. Z. | 0,090} 0,072 | 0,065} 0,047 

Nr. 27 | wettaiat  |27/» | 104) 1/2 | Gen. Z| 0,094] 0,102 | 0,094) 0,093 

Kohlen- DE Nats Fr. Z. | 0,110| 0,065 | 0,054| 0,041 

hydratzuatzs 2 2 Geb. Z. | 0,089 | 0,092 | 0,085} 0,089 


Wie die Tabelle II. zeigt, wird weder 
noch die Steigerung des sog. geb. Blutzuckers durch Wechsel der 


Ernahrungsweise beeinflusst. 
In dem dritten Versuche wurde bei den Tieren die Periode der 
kohlenhydratreichen gemischten Nahrung und die der Hiweiss- 


die Senkung des freien 
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Fettdiit jeden 3-4 Tage gewechselt, und die dabei eingetretenen 
alimentiiren Veriinderungen am freien wie auch am sog. geb. Blut- 
zucker sowie die, die bei Hiweiss-Fettdiait. unter Insulineinfiuss 
auftreten, vergleichend beobachtet. 

Wie aus Tabelle III. ersichtlich ist, kommt die Hyperglykamie 
nach Zuekerzufuhr und die alimentire Senkung des sog. geb. Blut- 
zuckers durch Hiweiss-Fettdiat auffallend stirker als bei gemischter 


TABELLE III. 


Blutzuckergehalt (%) 


EET ED) ee 
BS Unter- Se heeds are ee 

| suchungs- |Datum/2"5/ S| & 2:5] od. |Vor der|1St.n.d. 
Be periode AE 8 2 8 oc Gebl7 Zucker-|Zucker-| 2St. | 38t. 

AH M fol eS cg **“") gafuhr| zufubr 
- A Ukerstt I] fe Eh = we 
Gewohnliche - mae oe) core Zim O,ONi oO LOOM OOo IOLO5e 
Kost 18/X | 9,1 pro kg! Gep. Z| 0,128 | 0,129 | 0134] 0,128 
Hiweiss-Fett-| 95, | 94 1/4 | Er.Z.| 0,089 | 0,216 | 0,177] 0,079 
diiit Bed ii Geb. Z.| 0,132 | 0,135 | 0,132] 0,139 
: Gewohnliche 26/ 9.9 Ines We 0,123 | 0,105 | 0,073 
Nr. Kost AE ee le Geb. Z. 0,143 | 0,145] 0,132 
°8 | Hiweiss-Fett-| Palos Fr.Z.| 0,098 | 0,212 | 0,212| 0,13 
diiit oe Geb. Z.| 0,119 | 0,099 | 0,097 | 0,119 
Gewohnliche | oir] 94 Fr. Z.| 0,096 | 0,125 | 0,129] 0,056 
Kost le ES Geb. Z.| 0,134 | 0,124 | 0,121] 0,134 
Hiweiss-Fett-| ¢, | 9 4 1/2 | Fr.Z.| 0,094 | 0,204 | 0,167] 0,055 
diiit eile Geb. Z.| 0,118 | 0,107 | 0,125] 0,105 
Gewbéhnliche ‘ Fr. Z.| 0,087 | 0,100 | 0,105| 0,087 
Kost 19/X1}11,0 Geb. Z.| 0,118 | 0,114 | 0,120) 0,109 
| | Himeiss Pett!) 037 i Fr. Z.| 0,075 | 0,211 | 0,204] 0,169 
Nr. diiit ce Wer Geb. Z.| 0,137 | 0,124 | 0,124] 0,134 
““ | Gewohnliche oT/ . 14 Ir. Z.| 0,096 | 0,119 | 0,104} 0,076 
Kost le Geb. Z.| 0,112 | 0,115 | 0,113| 0,122 
Hiweiss-Fett-| , 2 1/2 | Er. Z. || 0087 | 0,117 |-0,103)) 0,062 
disit 2/XT}11,5 Geb. Z.| 0,113 | 0,122 | 0,116| 0,121 
Gewohnliche Fr. Z.| 0,084 | 0,126 | 0.062} 0,078 

iy ee , ore ei 

Kost /X1}10,0 Geb. Z.| 0,129 | 0,127 | 0,130] 0,123 
__ | Biweiss-Fett-| 55, | 97 Fr. Z.| 0,102 | 0,238 | 0,238] 0,121 
ae diiit gal rales Geb. Z.| 0,148 | 0,135 | 0.135| 0,137 
Gewohnliche 26/ 9.2 Fr. Z. | 0,103 | 0,123 | 0,093] 0,080 
Kost ales Geb. Z.| 0,124 | 0,128 | 0,129] 0,131 
Hiweiss:Fett-| 5, | 9 1/2 | Fr.Z.| 0,094 | 0,126 | 0,114] 0,062 
didt a Ne Geb. Z.| 0,123 | 0,115 | 0,113] 0,121 
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Blutzuckergehalt (%) 


aS Unter- Lele Elo ow Br. Z. 
aS suchungs- |Datum 25 bo8 So 2:5| od, |Vor deri1St.n.d. 
ar periode a z 8 x a ws Gap Z Zucker-|Zucker-| 2St. | 3St. 
iy Meco eiler sisi *“| pafhur | zufuhr 
Gewohnliche | g/yry =| = Eh. | Fr.Z.| 0,094 | 0,136 | 0,124] 0,079 
Kost S ca PrO KE) Geb. Z.| 0,097 | 0,101 | 0,102] 0,103 
Eiweiss-Fett-| 49, on Fr. Z.| 0,089 | 0,201 | 0,154! 0,108 
Nr. dit 46 Geb. Z.| 0,123 | 0,097 | 0,114] 0,130 
2 
31] Gewéhnliche | 47 pe ts Fr. Z.| 0,080 | 0,105 | 0,087] 0,070 
Kost Pays Geb. Z.| 0,126 | 0,123 | 0,134] 0,131 
Eiweiss-Fett- 23/ 79 1/4 | Fr.Z.| 0,072 | 0,183.| 0,147} 0,140 
dit SIE ae Geb. Z.| 0,114 | 0,115 | 0,131] 0,113 
Gewohnliche : Fr. Z.| 0,076 | 0,120 | 0,110} 0,070 
Kost 8/XII) 7,6 Geb. Z.| 0,116 | 0.117 | 0,113] 0,119 
Hiweiss-Fett-| 45, | 74 Fr. Z.| 0,083 | 0,220 | 0,147] 0,098 
Nr. dit SN ee fe Geb. Z.| 0,100 | 0,088 | 0,106} 0,097 
°° | Gewohnliche | 47, | 75 Fr. Z.| 0,078 | 0,113 | 0,069) 0,070 
Kost tt @ | se? Geb. Z.| 0,096 | 0,104 | 0,109| 0,104 
Hiweiss-Fett-| 44, | 74 Fr. Z.| 0,081 | 0,140 | 0.101] 0,056 
diiit grace 4 1/4 |Geb. Z.] 0,112 | 0,101 | 0,115] 0,101 
Gewéhnliche | 9/7 |199 Fr. Z.| 0,085 | 0,106 | 0,108] 0,067 
Kost ; Jes Geb. Z.| 0,130°| 0,135 | 0,123] 0,133 
Eiweiss-Fett- 13/ 10.2 Fr. Z.| 0,094 | 0,099 | 0,106 | 0,095 
Nr. diiit cE lanes 49 | 1/4 |Geb.Z) 0,133 | 0,143 | 0,128 | 0,136 
33 | Gewéhnliche 17/., (10,0 | Fr. Z.| 0,094 | 0,101 | 0,097] 0,088 
Kost cae is Geb. Z.| 0,126 | 0,136 | 0,125] 0,134 
Hiweiss-Fett-| 51; |199 Fr. Z.| 0,085 | 0,177 | 0,165] 0,108 
diiit (a es hoe Geb. Z.| 0,117 | 0,094 | 0,092] 0,116 
Gewohnliche | 9/17/14 Fr. Z.| 0,085 | 0,099 | 0,096 | 0,072 
Kost : oe _—__|Geb. Z.) 0,144 | 0,126 | 0,126 | 0,130 
Hiweiss-Fett-| 45; |, 0 Fr. Z.| 0,113 | 0,124 | 0,120] 0,108 
Nr. diiit wre IT 49 | 1/4 |Geb.Z) 0,117 | 0,139 | 0,115] 0,115 
°*) Gewhnliche | 47 ae ia Fr. Z.| 0,085 | 0,103 | 0,081} 0,077 
Kost eh Geb. Z.| 0,119 | 0,111 | 0,127] 0,111 
Hiweiss-Fett-| ., Aer Fr. Z. | 0,076 | 0,283 | 0,199 | 0,086 
diiit BN, (0,0 Geb. Z.| 0,118 | 0,085 | 0,098} 0,116 


Nahrung zum Ausdruck. 
bei dem bei Hiweiss-Fettdiat eine geringe Menge von Insulin 
zugleich mit peroraler Zuckerzufuhr eingespritzt wird, wird nicht 
nur die durch die Hiweiss-Fettdiat verursachte Hyperglykamie 
nach Zuckerzufuhr, sondern auch die dadurch herbeigefihrte 


Aber in meinem kombinierten Versuch, 
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alimentiire Senkung des sog. geb. Blutzuckers in der Mehrzahl der 
Fille unter dem Einfluss des Insulins vollkommen beseitigt. 

In dem letzten Versuche wurde bei den Tieren die Periode 
der gemischten Nahrung (2 Wochen andauernd) und des ein- 
wochigen Hungers nacheinander angewandt. Und wie die durch 
Hunger verursachte alimentiire Steigerung des freien und des sog. 
geb. Blutzuckers durch Insulinverabreichung beeinflusst wird, 
wurde an drei Hunden beobachtet. 


TABELLE LV. 


na Zz Blutzuckergehalt (%) 
So Unter- Le Sag Pe-bs oo. 
S'S] suchungs- | Datum 2's © Sla-3°) od. [Vor derlSt.n.d. 
Hp = BeattaNis 9.4 Erol) 3) 20 
Oe periode 6 2/8 .-|2.25 Geb. Z Zucker-|Zucker-| 28t. | 3St. 
me M es als 2 *@ cufuhr| zufuhr 
rears Ife, | = 
Gewohnliche | ,. = Fr. Z.| 0,098 | 0,112 | 0,116 | 0,075 
Kost | 13/IV/ 8,8) 40) (—) | Genz! 0,097 | 0,097 | 0,106 | 0,102 
Seit 13/4 o/ . 17,31 40] G | Fr 2 | 0093 | 0,148 | 0,147 | 0,156 
Be Hunger ad za ae ” | Geb. Z.| 0,096 | 0,109 | 0,106 | 0,108 
°° | Gewohnliche| jv | se] 40) (—) | B24 | 9,092 | 0,100 | 0,110 | 0,059 
Kost ue Geb. Z.| 0,110 | 0,110 | 0,115 | 0,118 
Seit 5/5 - _, | Fr. Z.| 0,092 | 0,207 | 0,194 | 0,077 
Hunger | 12/» | %0/ 40) (=) Genz.) 0.103 | 0,118 | 0,107 | 0,117 
Gewohnliche| ,. Fr. Z.| 0.095 | 0,118 | 0,082 | 0,086 
Kost | 18/IV| 9.4) 40 | (-) | gen. z) 0106 | 0,109 | 0113 | 0,112 
Seit 13/4 |, i ., | Fr.Z.| 0,082 | 0,179 | 0,160 | 0,058 
Nr] Hunger 20/ » | 82) 40) (©) | @eb. Z| 0,105 | 0,117 | 0,118 | 0,117 
oO 


oe cs 4/v | 83| 40 | (—) Fr. Z. | 0,084 | 0,095 | 0,059 | 0,072 


Geb. Z| 0,127 | 0.131 | 0,128 | 0,120 
Fr.Z.| 0,052 | 0,220 | 0,248 | 0,22 
a) = ? td ’ ’ 

1i/,, | 7,2) 40) (—) | get. Z| 0194 | 0,157 | 0,164 | 0.159 


Seit 4/5 
Hunger 


Seogeni) iy | 67] s0| 31852) fan) ta ia) ae 
| Seale | 7, |a0|an| | Sie) PSI eae ee) 
const] sa, | oa] 50] a1 255%) fle] B38] a3es| aaa 
Emel ee 


Wie die Tabelle IV. zeigt, wird die durch Hunger verstiirkte 
alimentaire Steigerung des freien Blutzuckers durch Insulineinsprit- 
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zung fast vollkommen beseitigt. Der Gehalt des sog. geb. Blut- 
zuckers stellte sich dabei zwischen dem bei gemischter Nahrung 
und bei Hunger entgegen meiner Erwartung, dass er die Summe 
seiner Steigerung bei Hunger und bei Insulinverabreichung zeigen 
wurde. Mit anderen Worten wird nicht nur die durch Hunger 
verursachte Hyperglykamie nach Zuckerfuhr, sondern auch die 
dadurch hervorgerufene alimentire Steigerung des sog. geb. Blut- 
zuckers durch Insulinverabreichung bis zum gewissen Grade unter- 
driiekt. 


LI. Der Einfluss der Pankreasexstirpation. 

Krebs und Munk (1864) scheinen die ersten gewesen zu sein, 
welche die Entfernung der Bauchspeicheldriise und Unterbindung 
der Gange der Bauchspeicheldriise ausgefiihrt haben, in der 
Absicht, Aufklarung tiber die Beziehung zwischen Pankreas und 
Zuckerkrankheit zu erhalten, iibrigens mit negative Ergebnis. 
Fast zu gleicher Zeit berichteten De Dominicis sowie von 
Mering und Minkowski (1889), dass die Entfernung des 
Pankreas bet Hunden zur Glykosurie ftihrt, weil der Ausfall des 
Pankreas den Verbrauch des Zuckers im Organismus beeintrachtigt. 

Bierry, Rathery, Gournay und Kourilsky (1924) geben 
an, dass partielle Exstirpation des Pankreas zu keiner nennens- 
werten Anderung des Gehaltes des sog. geb. Blutzuckers fiihrt, 
aber nach Totalexstirpation nicht nur der freie Blutzucker ansteigt, 
sondern auch der soe. geb. Blutzucker; die Stirke dieser Erhohung 
sei aber individuell ausserordentlich wechselnd. Nitzescu und 
Popescu-Inotesti (1924) fanden auch bei vollkommen pankreas- 
losen Hunden nach 24 stiindigem Fasten immer eine Steigerung 
des sog. geb. Blutzuckers tiber die Norm, obwohl die Werte unter- 
halb derer des freien Blutzuckers blieben. Demgegentiber sah 
Condorelli (1924) in einem Fall von Totalexstirpation des 
Pankreas mit Abbinden der Arteria pankreaticoduodenalis den sog. 
geb. Blutzucker auf Null absinken; in anderen Fallen, wo diese 
Arterie unbeeintrichtigt blieb, oder das Pankreas nur teilweise 
entfernt wurde, blieb der sog. geb. Blutzucker nahezu unverandert. 
Weil in den zahlreichen Arbeiten auf diesem Gebiete, wie gesagt, 
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keine Einigkeit herrscht, kam mir der Gedanke, die Anderung des 
Gehaltes des sog. geb. Blutzuckers nach Zuckerzufuhr bei partieller 
(iiber zwei Drittel) oder totaler Exstirpation des Pankreas sttind- 
lich 3 Stunden lang vergleichend zu beobachten. 


TABELLE V. 
2 x Bee Blutzuckergehalt (%) 
Ne des Unter- hee rs 4 
ate we suchungs- | Datum| 23'S bons od. |Vor der|1St.n.d. 
mmees! periode BE| 3 | Gep, z, Zucker(Zucker-| 28t. | 38t. 
M4 ois G| 26) |ufuhr|zufuhr 
Vor der vatanes | Sl Wr Zs) 05100 | 0,123 .|"-0,079.1 0,088 
Opersdonm ee a? Geb. z. | 0121 | 0,123 | 0,127 | 0,123 

p ; _| .-| Fr. Z. | 0,098 | 0,156 | 0,136 | 0,095 
Nr.38) Nachder | 26/ » | 94) 45 | Genz. | 0,155 | 0,165 | 0,155 | 0,140 

Operation | 44, Ao Fy. Z. | 0,117 | 0,168 | 0,158 | 0,145 

aes Geb. Z. | 0,121 | 0,112 | 0,110 | 0,113 
Vor der o1/X1| 9.3 Fy. Z. | 0,103 | 0,133 | 0,129 | 0,096 
Operation | ~ aA Geb. Z. | 0,116 | 0,109 | 0,109 | 0,118 
oe G Fr. Z. | 0,121 | 0,152 | 0,165 | 0,125 
Nr.39) wachder | 28/ » | 88 | 40 | Geb. z. | 0,114 | 0.106] 0.106 | 0,111 
Operation 4/ 85 Fy. Z. | 0,114 | 0,139 | 0,145 | 0,103 
Tee Geb. Z. | 0,110 | 0,096 | 0,099 | 0,112 
Vor der eG Fr. Z. | 0,105 | 0,134 |. 0,181 | 0,110 
Operation | ~ , Geb. Z. | 0,102 | 0,099 | 0,105 | 0,102 
_| Fr.Z. | 0,096 | 0,192 | 0,169 | 0,085 

° ’ , ’ ’ 

Nr. 40! wach der | 9/» | 72} 25 |Gep.z | 0,135 | 0125 | 0128 | 0,120 
Operation | 4, oh Fr. Z. | 0,086 | 0,170 | 0,184 | 0,064 
ee oe Geb. Z. | 0,099 | 0,120 | 0,110 | 0,107 


Wenn das Pankreas teilweise (iiber zwei Drittel) entfernt 
wird, lebt der Hund lange wie normal weiter, und bleibt der 
Nichternwert des freien Blutzuckers nahezu unverandert und tritt 
kein Zucker im Harn auf. Der Niichternwert des soe. geb. Blut- 
zuckers zeigt dabei bald eine Steigerung, um sich sogar im Laufe 
der Zeit wiederherzustellen, bald bleibt er nahezu unverandert. 
Durch diese Operation wird die Steigerung des freien Blutzuckers 
nach Zuckerzufuhr etwas starker als zuvor, aber der Wert des sog. 
geb. Blutzuckers wird nach Zuckerzufuhr nicht bedeutend 
beeinflusst. 
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TABELLE VI. 


Blutzuckergehalt (%) 


Nr. des} K6rper- | a 


Foudee eee I Vor der Operation Nach der Operation | Datum 
| Datum | Fr. Z. Geb..Z. Datnm | Fr. Z. | Geb. Z. Cee 
is 
Nr. 41 8,lkg,| 10/XIT} 0,086 | 0,119 | 19/XIT} 0,312 | 0,182 16/12 
Nr. 42 | 11,4 TAY ts 05087 | 0,109: | 247 ,, 0,406 | 0,218 17/12 
Nr. 43 | 8,5 | 18/III} 0,086 | 0,102 | 23/III | 0,180 | 0,168 19/3 
Nr. 44 8,4 23/5, | 03091 | OAT 28/—,, 0,332 | 0,230 23/3 


| 
| 


Nr. 45 10,2 23/ 4 | 0,089 | 0,124 | 28/ ,, | 0,336] 0,208] 24/3 


Nach Totalexstirpation der Driise steigt nicht nur der freie 
Blutzucker an, sondern auch der sog. geb. Blutzuecker und kommt 
eine Glykosurie viel leichter zum Vorschein. Aber der Hund wird 
dabei mutlos und appetitlos; zwar nimmt er Nahrung auf, aber 
er erbricht sie sofort wieder. Daher magert das Tier von Tag zu 
Tag ab und geht schlieshch innerhalb einer Woche zugrunde. 
Obgleich dem Tier, bei dem das Pankreas vollkommen entfernt 
worden war, die Zuckerlésung durch Sonde eingefiihrt wurde, 
erbrach es sich und deshalb konnte ich die Veranderung des freien 
sowie sog. geb. Blutzuckers nach Zuckerzufuhr nicht beobachten. 
Die Ursache davon steckt meines Erachtens vielleicht in Cir- 
culationsstorung bzw. Passagestirune der Gebiete der Arteria 
pankreaticoduodenalis, weil diese Arterie trotz grosser Vorsicht bei 
Pankreatektomie mehr oder weniger geschadigt wird. Meine oben 
beschriebenen Ergebnisse, dass bei pankreaslosen Hunden der sog. 
geb. Blutzucker stark ansteigt, deckt sich zwar mit dem bereits von 
Bierry und Nitzescu u.s.w. erhobenen Befund, doch stehen sie 
vielleicht mit der hochgradigen Schwache ausser der Pankreaslosig- 


keit in Zusammenhang. 


TI. Zusammenfassung. 


1. Der Wert des sog. geb. Blutzuckers nach Insulinvera- 
breichung ist bald héher als zuvor, bald bleibt er nahezu unveran- 
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dert, aber er wird durch die Veri&nderung der Insulindosis 
innerhalb gewisser Grenzen nicht beeinflusst. 

2. Diese Erhéhune des sog. geb. Blutzuckers wird dureh 
Eiweiss-Fettdiat garnicht beeinflusst. 

3. Die durch Hiweiss-Fettdiit verstarkte alimentare Senkung 
des sog. geb. Blutzuckers wird durch Insulineinspritzung eindeutig 
beseitiet. 

4. Die durch Hunger herbeigefiihrte alimentaire Steigerung 
des sog. geb. Blutzuckers wird dureh Insulinverabreichung in 
gewissem Masse unterdrickt. 

5. Wenn das Pankreas teilweise (tiber zwei Drittel) entfernt 
wurde, steigt bald der sog. geb. Blutzucker an, bald bleibt er nahezu 
unverdndert, doch wird derselbe nach Zuckerzufuhr nicht 
bedeutend beeinflusst. 

6. Nach Totalexstirpation des Pankreas kommt eine starke 
Steigerung des soe. geb. Blutzuckers gleichzeitig mit der Steigerung 
des freien Blutzuckers zum Ausdruck. Aber man muss dabei 
ausser der Folee der Pankreasentfernung an ein anderes Moment 
denken, nimlich dass durch Pankreatektomie die Tiere in Unter- 


ernahrung bzw. hochgradige Schwache geraten. 


B. Usrr pen EINruuss per NEBENNIERENFUNKTION AUF DEN 
SoG. GEB. BLUTZUCKER. 


I. Der Einfluss des Adrenalins. 

Seit langer Zeit ist es bekannt, dass unter Hinfluss des 
Adrenalins, das das Hormon der Nebenniere ist, der freie Blut- 
zucker ansteigt und gleichzeitig das Leberglykogen in der Regel 
abnimmt. Auch legen zahlreiche Untersuchungen iiber das Ver- 
halten des sog. geb. Blutzuckers nach Adrenalinverabreichung vor, 
ohne aber miteinander iibereinzustimmen. Nach Condorelli 
(1923) zeigt der sog. geb. Blutzucker bei Menschen unter Einfluss 
des Adrenalins in relativem Sinne immer und im absoluten Sinne 
bisweilen eine Senkung, d.h. in absoluter Zahl blieb er unveriindert 
oder nahm um ein Geringes ab, wm spiiter wieder etwas anzusteigen. 
Mehrere andere Autoren konnten dies alles vollkommen bestitigen 
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und stellten ferner fest, dass die Wirkung des Adrenalins auch bei 
Hunden und Kaninechen im Wesentlichen mit der beim Menschen 
iibereinstimmt (Burgi (1925), Bierry, Rathery u. Levina 
(1922), Toseano(1927), Imanishi(1933) us.w.). Im Gegenteil 
sah Forsyth (1923) bei hungernden Kaninehen nach Injektion 
von Praparat aus Nebenniere nicht nur den freien Blutzucker, 
sondern auch die “‘ difference value’’, d. h. die Reduktionssteigerung 
durch saure Hydrolyse des mit Phosphorwolframsaure enteiweissten 
Blutes, ansteigen. Lepine es. (1913) beobachtete auch nach 
Adrenalineinspritzung bisweilen eine Steigerunge des sog. geb. 
Blatzuckers. In seiner Veréffentlichung hat Yano(1930) berichtet, 
dass der sog. geb. Blutzucker bei Kaninchen nach Hinspritzung 
von Adrenalin in kleiner Menge mehr oder weniger zunimmt, aber 
durch relativ grosse Dosen hingegen in der Mehrzahl der Falle 
gleichzeitig mit der Steigerune des freien Blutzuckers abnimmt. 
Tketani (1927) konnte nicht tiber nennenswerte Veréinderung des 
sog. geb. Blatzuckers bei Hunden nach Adrenalinverabreichung 
berichten, aber er bemerkte ungefahr in der Halfte der Falle eine 
geringe Abnahme desselben. 

Auf jeden Fall sind die verschiedenen Autoren tiber das Ver- 
halten des sog. geb. Blutzuckers unter Einfluss des Adrenalins 
nicht immer einig. Aus diesem Grunde wurde die Beeinfiussung 
des sog. geb. Blutzuckers durch das Mengenverhaltnis des einge- 
spritzten Adrenalins zuerst beobachtet. Zu diesem Zweck wurden 
den Tieren nach 24 stiindigem Fasten nacheinander zunehmend 
verschiedene Mengen von Adrenalin jeden 3. oder 4. Tag subcutan 
injiziert und danach der Gehalt des freien wie auch des sog. geb. 
Blutzuckers 6 Stunden lang (1St. 2.5St. 4St. 6St.) vergleichend 
beobachtet. Die meisten diesbeziiglichen Prozeduren wurden in 
derselben Weise ausgefiihrt, wie sie in meiner vorangehenden 
Mitteilung beschrieben sind. Im folgenden sind die Versuchs- 
resultate an vier Hunden in Tabellenform angefithrt. 

Wie aus der obigen Tabelle zu entnehmen ist, steigt der freie 
Blutzucker unter Adrenalineinfluss und je mehr Adrenalin man 
einspritzt, desto stirker und linger dauernd tritt die Steigerung 
desselben auf. Dabei zeigt der sog. geb. Blutzucker keine 
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TABELLE VII. 


z Blutzuckergehalt (%) 
(o> los | Fr. Z. =e E 
ae aes Datum | 2'e | Ser s od. | Vor der} 1St.n,d. 
ee BE [ESE] oy 7, |Adrenal Adrenal, 2.58t.| 481. | 6St. 
Md © [st sq| 7e | ininjekt.|ininjekt. 

m3 ke.) Se arr Z|) 0092 |) Od 16—| 0182 | OlaTa oats 
28/1 5 | 05 |gep.z. | 0,077 | 0,072 | 0,080 | 0,068 | 0,077 
oa es ; _| ¥Fy.z. | 0,092 | 0,149 | 0,150| 0,184 | 0,117 
Nr.46 | 3/1I | 93 | 15 |gep.z. | 0,093 | 0,094 | 0,097 | 0,095 | 0,098 
, Pe » | Fr-Z. | 0,082 | 0,148 | 0,171 | 0,183 | 0,110 
17/ , | 98 | 3,0 |Gepn.z. | 0,082 | 0,078 | 0,082 | 0,087 | 0,085 
’ | Br. Z.\\ O03.) moises| 0136) 0151.) motee 
oa 28/IT_ | 9,7 | 05 |geb.z.| 0.108 | 0,103 | 0,108 | 0,108 | 0115 
: i Ls | Fr Z| 0,099 | 0,118 | 0,165 | 0,145 | 0,108 
3/II | 9,5 | 1,5 | qep.z. | 0,135 | 0,137 | 0,138] 0,137 | 0,130 
! Fr.Z.| 0,096 | 010 | 0,124) 0,113 | 0,101 
30/I_ | 6&5 | 4 |Gep.z.| o710 | oii | 0,112} 0108 | 0.105 
a if Fr.Z. | 0,102 | 0,148 | 0,144} 0.150 | 0,144 
Nr.48 | 8/11 | 66 | 10 | Genz. | 0,083 | 0,085 | 0,084 | 0,100 | 0,100 
ee be | oo | me Z| 0107 | POteT ao olmoteraien Ms 
» | 68 | 20 |gep.z.| 0101 | 0.103 | 0101 | 0,107 | 0101 
F Fr. Z. | 0,097 | 0,117 | 0,108 | 0,085 | 0,086 
30/I | 65 | 04 |Gep.z.| 0.097 | 0,104 | 0,108] 0,099 | 0,103 
| aes Fr.Z. | 0,103 | 0,153 | 0,110 | 0,103 | 0,098 
Nr. 49} 8/II | 67 | 1,0 |@ey°z. | o109 | 0,111 | 0,099 | 0,099 | 0,098 
sy 790 | 99 | Br Z- | 0,094 | 0,125 | 0,177 | 0,166 | 0,154 
9/ > 0 | 2,0 |Geb.z.| 0,102 | 0,103 | 0,118) 0,109] 0111 


nennenswerte Veranderung und zwar bleibt er ohne Beziehuneg zu 
der Menge des eingespritzten Adrenalins innerhalb der Grenzen 
der Anwendung desselben. 

Der Einfluss der Ernahrung auf den freien sowie den sog. geb. 
Blutzucker nach Adrenalineinspritzung ist bisher sehr wenig unter- 
sucht worden. Vor kurzem hat Yoshio (1933) in Bezug auf den 
freien Blutzucker festgestellt, dass die Adrenalinhyperglykamie bei 
Hiweiss-Fettnahrung auffallend starker als bei gemischter Nahrung 
zum Ausdruck kommt und die dadureh verstirkte Adrenalinhyper- 
glykamie durch Kohlenhydratzusatz zur Grundkost leicht wieder- 
hergestellt wird. Bei soleher Sachlage sei es von Bedeutune, den 
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Einfluss der Hiweiss-Fettnahrung auf den sog. geb. Blutzucker 
nach Adrenalinverabreichung zu studieren. 
Bei diesem Versuche wurden die Tiere eine bestimmte Zahl 
von Tagen zuerst mit kohlenhydratreicher gemischter Nahrung, 
dann mit Eiweiss-Fettdiat und zuletzt mit Kohlenhydartzusatz zur 
Grundkost, genaéhrt, und in jeder Untersuchungsperiode eine 
bestimmte Menge Adrenalin nach 24 stiindigem Fasten subeutan 
eigespritzt und danach der Wert des freien wie auch des sog. geb. 


Blutzuckers stiindlich 3 Stunden lang vergleichend beobachtet. 


TABELLE VIII. 


Blutzuckergehalt (%) 


Pan Unter- bes Prd Fr. Z |= 
=< suchungs- Datum 35 lim erla od, Aas pate 
a8 | | PelgeS See eres ong |ass 
Z| periode Hs sa Geb. Z.| nalin- | nalin-} ~~" | ~~" 
| od ta injekt. | injekt. 
ee kg.| ce a ji . oe B 
Gewéhnliche 20/VI| 9 re A OLA O86 OAS |) OTS 
| Kost = , Geb. Z.| 0,120 | 0,117 | 0,134 | 0,137 
Nr. | Hiweiss-Fett- | 95, 92 | 15 | Fr Z.| 0,112 | 0,163 | 0,206 | 0,208 
50 diiit 20! » | 8 | 1° 'Geb. Z.| 0,133} 0,126 | 0,142 | 0,144 
Kohlenhydrat- Z Bre Z.|) 0.097 | 01157) 0122 |) 0,184 
msatz | 1/ Vil) 90 Geb. Z.| 0,124 | 0,126 | 0,126 | 0,117 
Gewohnliche | oor) 75 Fr. Z.| 0,092 | 0,110 | 0,161 | 0,172 
Kost lee ae Geb. Z.| 0,101 | 0,096 | 0,103 | 0,109 
Nr. | Eiweiss-Fett- | ,- / 74} 12 | Bu-Z.| 0,096 | 0,103 | 0,136 | 0,190 
51 diiit saeco — |Geb. Z.| 0,098 | 0,093 | 0,091 | 0,095 
Kohlenhydrat-| 4 ;yyq| 75 Fr. Z.| 0,079 | 0,138 | 0,127 | 0,074 
zusatz a" |Geb. Z.| 0,117-| 0,111 | 0,101 | 0,114 
Gewohnliche | , a Fr. Z.| 0,081 | 0,110 | 0,119 | 0,115 
Kost ee lGeb. Z| 0,119 | 0,127) 0122 | O22 
Nr. | Eiweiss-Fett- |, he > | Fr.Z.| 0,072 | 0,118 | 0,157 | 0,150 
52 diat 4/VIl) 7,3 | L2 | Gey. 7%) 0,195 | 0,121 | 0,111] 0,115 
Kohlenhydrat- | 3/ 7.4 Fr. Z.| 0,084 | 0,108 | 0,118 | 0,109 
zusatz yA? e Geb. Z.| 0,125 | 0,134 | 0,130 | 0,136 
Gemsnnitene 1. | r.Z.| 0,103 | 0,121 | 0,126 | 0,135 
Kost do7VIl) 9,5 Geb. Z.| 0,118 | 0,117| 0,133 | 0,115 
Nr. | Hiweiss-Fett-"| 19, los | 15 | FeZ| 0,102 | 0,121 | 0.189 | 0,194 
53 dist pitea? | Geb. Z.|-0,119 | 0,127 | 0,117 | 0,132 
Kohlenhydrat- 23/ 9.2 PrZ. | 0,095 | 0,121) 0,186 } 0,119 
| zusatz Ree aes Geb. Z.| 0,108 |0,117 | 0,120 | 6,124 
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Gewihnliche | : | Fr. Z.| 0,091 | 0,089 | 0,102 | 0,109 
Pee: AGB CP SS 'Geb. Z.| 0,114 | 0,119 | 0,119 | 0,120 
| | 
Nr. | Eiweiss-Fett- | ,. _ | Fr.Z.| 0,089 | 0,100 | 0,137 | 0,142 
54 didit | 22/, | 93) 9,5 | Geb. z.| 0,112 | 0,106 | 0,122 | 0,118 
Kohlenhydrate | , eal Fy. Z. | 0,077 | 0,086 | 0,086 | 0,097 
miatg mek eed Geb. Z| 0,110 | 0,133 | 0,127 | 0,130 
Gewéhnliche | aon | Fr. Z.| 0,107 | 0,098 | 0,114 | 0,117 
Kost EES el | Geb. Z.| 0,109 | 0,102 | 0,116 | 0,118 
Nr. | Eiweiss-Fett- | ee ne AL COMO |) silos eet) |) Walls: 
55 aiat | 11/7, |10,5 | -05 | gen. z.| 0,116 | 0,117 | 0,108 | 0,112 
Kohlenhydrat-_ ed Fr. Z.| 0,102 | 0,109 | 0,109 | 0,105 
gusatz | L4/ » | 10,9 | Geb. Z.| 0,099 | 0,118 | 0,118 | 0,104 
ee ay aes ie eee ts 
“Gewohnliche | ayy 11,9 | | Fr.Z.| 0,100 | 0.112 | 0,124 | 0,109 
Kost aieaas adh | Geb. Z.| 0,127 | 0,106 | 0,107 | 0,119 
Nr. | Eiweiss-Fett- | L109 | og | Ft Z| 9080} 0,080 | 0,096 | 0,096 
56] dat j AEP oy, AOS) 06 T Geb. 2.) Criss (00.015 | 0.017 a0 rer 
| Kohlenhydrat-| 44, |aya | Fr. Z.| 0,081 | 0,089 | 0,088 | 0,091 
P Wrusatas” eh tae 08 | Geb. Z.| 0,100 | 0,103 | 0,106 | 0,111 
| | es f ik | 


Wie die Tabelle II. zeigt, stimmen diese Versuchsresultate in 
Bezug auf den freien Blutzucker mit der Angabe Yoshios voll- 
kommen tiberein. Dabei wird der Wert des soe. geb. Blutzuckers 
‘durch Wechsel der Ernihrungsweise gar aight beeinflusst. 


Il. Der Einfluss der Nebennerenentfernung. 

Die Entfernung der Nebennieren hat bei Hunden und Katzen, 
d.h. Saugetreren, die dabei akut zugrunde gehen, fast stets eine 
Abnahme des Leberglykogens zur Folge (Porges (1910), Born- 
stein(1922) us.w.). Bei Kaninchen und Ratten kann sie dagegen, 
wenn diese Tiere die Nebennierenentfernung tiberleben, weil sie 
ausserhalb der Nebennieren ein akzessorisches Rindengewebe haben, 
voribergehen (Schwarz 1910, Kahn 1912, Catan 1921, Kisch 
1924 ws.w.). Der erstmals von Bierry und Malleoisel (1908) 
erhobene Befund, dass die Nebennierenentfernung zu einer Blut- 
zuckerabnahme fiihrt, ist bisher nicht sicher zu erkliren. Auch 
ist es noch fraglich, ob die Blutzueckersenkung der Glykogen- 
verarmung der Leber vorangeht oder folgt. Wenngleich eine 
Anzahl von Forschern angeben, dass die alimentiire Hyperglykamie 
nach Nebennierenentfernung viel geringer als normal ist, haben 
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einige andere Autoren im Gegenteil gerade eine hocheradige 
Hyperglykiimie gefunden. Bei der Addisonschen Krankheit, die 
auf der Funktionsstérung der Nebennieren beruht, befindet sich 
auch die Toleranz des Kohlenhydrates bald abnorm hoher, bald 
aber niedriger als normal. Kawanishi und Kodama (1933) 
berichteten eine Steigerung des sog. geb. Blutzuckers in zwei Fallen 
von <Addisonscher Krankheit. Ausserdem ist der Einfluss der 
Nebennierenschidigung auf den sog. geb. Blutzucker, soweit 
sich bei Durchsicht der Literatur feststellen lasst, bisher nicht 
experimentell bearbeitet worden. Um diese Frage zu kliiren, wurde 
den Hunden durch einzeitige Operation der grédsste Teil der 
Nebennieren entfernt und die dabei eingetretenen alimentiren 
Veriinderungen am sog. geb. Blutzucker beobachtet. Ubereinstim- 
mend wird von vielen Forschern berichtet, dass die Zuriicklassung 
recht kleiner Nebennierenreste (1/8-1/4 der gesamten  Rinden- 
masse der Nebennieren) geniigt, um das Leben zu _ erhalten, 
wahrend die Tiere nach vollstandiger Nebennierenentfernung bald 
zu sterben pflegen. Daher wurde etwa ein Viertel der gesamten 
Nebennieren auch in meinen Experimenten zuriickgelassen. Die 
Versuchsresultate an vier Hunden sind iibersichtlich in Tabelle [X 


dargestellt. 
TABELLE IX. 
| eh e ae Blutzuckergehalt (%) § 
aes Unter- | ARE SPH) Bete yaa So = 3 
te suchungs- | Datum ne 2 5| od. |Vor derj1St.n.d. pee 
#2! periode © E | aN) Geb. Z./Zucker-\Zucker-| ost. | 3St. | & & 
4m he 00 Is zufuhr | zufuhyr | ae 
= i aa, kg. } is on E a , A er » i » (i | 2Q 
Vor der ee ; e') Fr. Z.| 0,093 |} 0,120 ; 0,110) 0,088) 
Operation | 78/V1 | 123) | Geb. z.| 0,088 | 0,098 | 0,098] 0,092 | 
Nr. hare |_| Fr. Z.| 0,076 | 0,147 | 0,139] 0,085] , 
57. | Nach der | 8/V12| 11,8) 50 | Genz! 0/107 | 0.133 | 0,139| 0136] 3/7 
Operation a Fr. Z.| 0,095 | 0,132 | 0,142] 0,086! 
17/,, | 12, Geb. Z.| 0,099 | 0,102 | 0,118} 0,121 
—|— —~ - } —~ i — — —|- — aaa = —————— 
| | 
Vorder——| Fr. Z.| 0,108 | 0,141 | 0,125) 0,090 
Operation) 2°/ V1 | 10,0 Geb. Z.| 0,107 | 0,113 | 0.115] 0.103 
Nv. : Fr. Z. | 0,090 | 0,181 | 0,136| 0,076 | 
58 | Nachder | 1% » | %?| 40 | Genz.) 0,158) 0,163 | 0,157| 0,150] 16/7 
Operation | . a Fr. Z.| 0,095 | 0,141 | 0,118] 0,075 | 
i AA Geb. Z.| 0,134 | 0,119 | 0,123] 0,126 | 
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Vorder |, Fr. Z.| 0,085 | 0,145 | 0,121] 0,117 
NevlOperstonm (co Sou cnthe Geb. Z.. 0,096 | 0,093 | 0,101] 0,110 ae 
BAN Go cole verall ny 40 | mr. z.| 0,094} 0,159 | 0,149] 0,065) ‘/* 

Operation a: nae Geb. Z.| 0,131 | 0,147 | 0,150) 0,137 
Vor der rea ae Fy. Z.| 0,095 | 0,124 | 0.115} 0,094}. 
Operation | °/°* Pa Geb. Z.| 0,103 | 0,098 | 0,102} 0,109 
Nr. ae Fr.Z.| 0,087 | 0,140 | 0,147] 0,102] 44, 
60 | Nach der | 22/» | &7| 49 |@eb.z.! 0417 | 0,118 | 0.117 0.117) 22/9 
Operation 28/ 9.0 Fr>Z. | 0,103 | 0,108 | 0,115) 0,090 
28/,, | 9,0; | Geb. z.| 0,140 | 0,134 | 0,148] 0,148 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, stimmen die Resultate 
meiner Untersuchung an vier Hunden im allgemeinen miteinander 
ganz gut tiberein. Der Niichternwert des freien Blutzuckers wird 
durch Nebennierenentfernung gar nicht beeinflusst oder nimmt nur 
wenig ab, aber der des sog. geb. Blutzuckers tritt dabei mehr oder 
weniger hdher als vor der Operation auf. Die Steigerung des 
freien Blutzuckers nach Zuckerzufuhr wird durch diese Operation 
erheblich starker als zuvor, um sich spater im Laufe der Zeit 
wiederherzustellen. Ganz anders verhalt sich die alimentare 
Veradnderung des sog. geb. Blutzuckers nach der Nebennierenent- 
fernung als vor der Operation, sodass hier der sog. geb. Blutzucker 
nach Zuckerzufuhr nicht eine Senkung, sondern eine Steigerung 
zeigt. Mit anderen Worten steigt der durch Nebennierenentfernung 
bereits vermehrte sog. geb. Blutzucker nach peroraler Zuckerzufuhr 
in der Mehrzahl der Falle gleichzeitig mit der Steigerung des 
freien Blutzuckers noch mehr an. Das Ergebnis, dass nach der 
Nebennierenentfernung der sog. geb. Blutzucker im allgemeinen 
sich erhoht, steht in Einklang mit den bei der Addisonschen Krank- 
heit von Kawanishi und Kodama berichteten Befunden. 


Ill, Zusammenfassung. 


1. Der Gehalt des sog. geb. Blutzuckers wird durch Adre- 
nalineinspritzung innerhalb gewisser Grenzen nicht eindeutig¢ 
beeinflusst. 

2. Bei Hiweiss-Fettdiat zeigt der sog. geb. Blutzucker nach 
Adrenalinyerabreichung keine nennenswerte Beeinflussung. 
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3. Der Niichternwert des sog. geb. Blutzuckers tritt durch 
Entfernung der Nebennieren (ca. drei Viertel) meistens mehr oder 
weniger héher als normal auf. 

4. Nach der Nebennierenentfernung (ca. drei Viertel) zeigt 
der sog. geb. Blutzucker nach Zuckerzufuhr in der Mehrzahl der 
Falle eine merkbare Steigerung. 

5. Die Steigerung des freien Blutzuckers nach Zuckerzufuhr 
wird dabei mehr oder weniger staérker als zuvor, um sich spater im 
Laufe der Zeit wiederherzustellen. 
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ALTERSVERANDERUNGEN AM GESAMTSTICKSTOFF 
UND AN DEN LIPOIDEN IM KINDERHIRN. 


Von 


J. A. SMORODINZEW wunp K. W. BEBESCHIN. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir Gesundheitsschutz der 
Kinder und Jugendlichen zu Moskou. Direktor: E. J. Schurpe.) 


(Eingegangen am 11. August 1936.) 


Unter sémtlichen anderen Organen zeichnet sich das Gehirn 
durch seinen hohen Lipoidengehalt aus. Das ist der Grund, 
weshalb wir beim Studium der Altersverainderungen unser Augen- 
merk auf das Verhaltnis des Gesamtstickstoffs zu den Lipoiden 
wahrend der Wachstumsperiode der Kinder richteten. 


UNTERSUCHUNGSMETHODIK. 

Zwecks Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjedahl und 
des Lipoidengehalts nach Atherextraktion im Soxhletapparat, 
wurden je vier Einwagen von der weissen und grauen Substanz 
des Grosshirns, des Kleinhirns und vom verlangertem Mark, 24 St. 
nach Ableben des Kindes, entnommen. 

Die Analysenergebnisse sind in % zur rohen Hinwage 


umgesetzt. 


EXPERIMENTELLER TEM. 

Der Stickstoffgehalt in der grauen Grosshirnsubstanz schwankt 
bei Kindern von 1,18% bis 2,17% (die Zahlen 1,03% —1,04% sind 
dureh Zufall entstanden), steigt allmihlich im 5. Lebensjahr an 
und zeigt sein Maximum (2,17%) im 10. Jahr. 

Der Gesamtstickstoff ist in der weissen Substanz etwas hoher, 
als in der grauen und zeigt eine Wachstumtendenz mit dem steigen- 
den Alter u.zw. im 5. (1,72%) und 10. Lebensjahr (2,24%) treten 
zwei Maxima aut. 

Der Stickstoffgehalt ist im Kleinhirn hoher, als in der weissen 
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und grauen Grosshirnsubstanz, steigt im 4. Jahr an und erreicht 
sem Maximum im 8. Jahr. 

Der Stickstoffanstieg geht zeitlich dem des Grosshirns voran, 
folglich setzt die Entwicklung der Stickstoffverbindungen im 
Kleinhirn friiher als im Grosshirn ein. 

Im verlangerten Mark tritt, im Gegensatz zu anderen 
Gehirnabschnitten, das erste Stickstoffmaximum im 2. und das 
zweite im 10. J. (2,17%) in Erscheinung. Die zunehmende Ent- 
wicklung von aktiven Stickstoffverbindungen setzt im verlangerten 
Mark (2. J.) und Kleinhirn (4. J.) friiher als im Grosshirn ein. 
Das 2. Maximum fallt in simtlichen vier Abschnitten auf das 10. 
Jahr. 

Der Lipoidendurchschnittsgehalt der grauen Grosshirnsub- 
stanz ist etwa 4-5% ; zuweilen erreicht er mehr als das Doppelte. 
Das erste Maximum (5,09%) wurde von uns im 4. J., das sehr 
‘betrachtliche zweite (10.47%) im 6. J. und das dritte (8,75%) im 
12. J. vermerkt. Der durchschnittlche Lipoidengehalt der weissen 
Grosshirnsubstanz tibertrifft den der grauen Substanz beinah um 
das Dreifache. Die Lipoidenvermehrung steigt steil um das 4. J. 
(von 6,45% bis 14.15%) an; worauf ein zweites (16,04%) im 6. J. 
und ein drittes Maximum (17,98%) im 12. J. folet. 

Der Lipoidengehalt des Kleinhirns macht beinah die Halfte 
des der weissen Grosshirnsubstanz aus. Der erste Anstieg erfolgt 
im 2. J. (6,52%), der zweite im 6. J. (7,9%), der dritte im 12. J. 
Ch 13 To.) 

Der Lipoidengehalt des verlangerten Marks ist, entsprechend 
seinem Reichtum an Leitungsbahnen, annihrend so gross, wie der 
der weissen Grosshirnsubstanz. Das erste Maximum tritt im 4. 
Jahr (12,64%), das zweite im 6. J. (14,12%) und das dritte im 
12. J. in Erscheinung. 

Die Evolution der Lipoide im Kinderhirn macht im Vergleich 
zur Evolution der Stickstoffverbindungen eine gewisse Termin- 
verschiebung durch, u.zw. geht die Anhiufung von Stickstoffver- 
bindungen der der Lipoide voraus; das 5. und 10. J. inbezug auf 
Stickstoffverbindungen, das 6. und 12 inbezug auf Lipoide. Das 
4. J. gilt fiir simtliche Falle als das kritische Jahr. 
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Der Gesamtstickstoff aut Eiweiss!? bezogen, stellt folgendes 
Entwicklungsbild dieses wichtigsten chemischen Gehirningredien- 
ten dar: 

Bei Kindern entfallen im Durehsechnitt auf 100g grauer 
Grosshirnsubstanz 9,2¢@ Eiweiss und 4,92@ Lipoide. Auf diese 
Weise besteht fast 44 Trockensubstanz aus Lipoiden und 7% aus 
Eiweiss. Allein dieser Wert wird erst im 4—5 Lebensjahr erreicht. 
Tn den ersten 3-4 J. geht ein fortschreitender Anstieg der Lipoiden- 
menge (+14%) und ganz besonders der Eiweisskorper (+ 16%) 
vor sich. Des weiteren kommt es zum Stillstand, wobei die Hiweiss- 
korper im 9-11 J. und die Lipoide im 8-11 J. ihre Gipfel aufzeigen. 
Die Verhaltniszahl der Lipoide zum Hiweiss ist gleich 0,5-0,6 und 
die der Lipoide zum Gesamtstickstoff bleibt etwa 3,5 (Tab. IIT) 
hoch. 

Auch in der weissen Substanz bemerken wir mit dem Alter 
ein allmahliches Aufsteigen der Eiweisskorper und Lipoide bis 
zum 5. Lebensjahr. Allein die Verhaltnisse bleiben hier umegekehrt : 
eine Steigerung der Eiweissmenge um 22% und eine Vermehrung 
der Lipoide um das Dreifache eben im 1. Lebensjahr. 

Das Verhaltnis der Lipoide zum LEiweiss erreicht sein 
Maximum im 11-14 J. Der Lipoidengehalt iibersteigt bereits vom 
3. J. den Gesamtstickstoff annahernd um das Zehnfache (Tab. IV). 

Als Kuriosum mag erwahnt sein, dass im Kleinhirn, wo wir 
keine Trennung der weissen von der grauen Substanz durch- 
fuhrten, der Eiwesis- und Lipoidengehalt fast genau so hoch ist, 
wie in der grauen Grosshirnsubstanz. Die Eiweisskoérper nehmen 
langsam bis zum 4. Lebensjahr (+8%) und die Lipoide schnell 
bis zum 6. J. zu (+7,7%). Das Verhaltnis der Lipoide zum 
EKiweiss und Gesamtstickstoff bleibt ungefihr dasselbe wie bei der 
grauen Substanz (Tab. V). 

Im verlangerten Mark bleibt das Verhiltnis der Lipoide zum 
Eiweiss zwei, vielleicht gelegentliche Anstiege im 6. und 12. J. 
ausgenommen gleich 1 (Tab. VI). 


+) Dabei erhalten wir eine erhdhte Eiweissmenge, weil der Gesamtstick- 
stoff nicht nur allein auf die Eiweisskérper sich bezieht. 
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Wihrend in simtlichen Gehirnabschnitten der Hiweissgehalt 
am haufigsten sich von 10-11% hilt, ist der Lipoidengehalt weiten 
Schwankungen von 4,46% bis 21,86% zur rohen Hinwage unter- 


worfen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


In der grauen Substanz des Grosshirns, wo vorzugsweise eine 
Konzentration der Zellen stattfindet, finden wir doppelt so viel 
Hiweisskorper wie Lipoide vor, und in der weissen Substanz, wo 
wir mit einem Ubermass von Leitungsbahnen, die zwecks Isolation 
mit Lipoiden umgeben sind, zu tun haben, konstatieren wir ein 
Ubergewicht der Lipoide, die die Eiweisskérper um das 114 bis 
Doppelte iibertreffen. 

Im Kleinhirn, wo mit unbewaffnetem Auge ein Uberwiegen 
der grauen Substanz zu ersehen ist, wo gleichermassen Leitungs- 
bahnen verlaufen, bleiben die Lipoide hinter der Eiweissmenge 
zuriick. Im verlangerten Mark, wo die Leitungsbahnen massenhaft 
heruntersteigen, wo aber egleichfalls Kerne gehauft auftreten, tritt 
ein Ausegleich zwischen Lipoiden- und Hiweissmenge ein. 

Die Altersveranderungen kommen am deutlichsten in den 
ersten 4—5 J. zur Ausserung, und finden ihren Ausdruck sowohl 
in einer Zunahme der Stickstoffverbindungen wie auch vorzugs- 
weise im Ansteigen der Lipoide. Hieraus sind wir den Schluss 
zu ziehen berechtigt, dass bereits im embrionalen Zustand und 
ganz besonders nach der Geburt, in samtlichen Hirnabschnitten 
eine starkere Zunahme der Zahl der Assotiationsfasern, und ganz 
besonders in der weissen Substanz des Gross- und Kleinhirns, 
stattfindet. 


SCHLUSSFOLGERUNG. 


1. Starkere Altersveranderungen im chemischen Bestande des 
Kinderhirns kommen in den ersten 4 Lebensjahren zur Beobach- 
tung. 

2. In der grauen Substanz des Grosshirns tritt eine Ver- 
mehrung der Hiweisskérper stirker als der Lipoide hervor. 

3. Im 5. Lebensjahr nimmt die Lipoidenmenge der weissen 
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Substanz des Grosshirns bis aufs 3-fache zu, der Eiweissgehalt 
aber um nur 22%. 

4. Hinsichthch der Wachstumintensivitit, ist die weisse Sub- 
stanz des Grosshirns der grauen, sowohl in bezug auf Lipoide, wie 
auch Kiweisskérper, iiberlegen. 

5. In der grauen Substanz des Grosshirns iibertrifft die 
Eiweissmenge die der Lipoide um das Doppelte und die Ver- 
haltniszahl der Lipoide zum Eiweiss bleibt dauernd konstant. 

6. In der weissen Substanz des Grosshirns bleibt die Lipoiden- 
menge nur im 1. Jahr hinter der Eiweissmenge zuriick; bereits 
vom 3. Jahr tibertrifft sie die Eiweissmenge um das 1/2-2-fache. 

7. Im Kleinhirn ist das Verhaltnis der Lipoidenmenge zum 
EHiweissgehalt eben dasselbe, wie in der grauen Substanz des 
Grosshirns. 

8. Im yerlaingerten Mark ist die Eiweissmenge gleich gross, 
wie die Lipoidenmenge. 

9. Im  Kinderhirn, entsprechend der viel  schnelleren 
Zunahme der Grosshirnleitungsbahnen, iiberragt die Anreicherung 
an Lipoiden die der Hiweisskorper. 

10. In saémtlichen Hirnabschnitten verbleibt der Eiweiss- 
gehalt am haufigsten in Grenzen von 10-11%, der Lipoidengehalt 
ist weiten Schwankungen von 4,46% bis 21,86% unterworfen. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 24, No. 2. 


UBER DIE BESTIMMUNG DER FETTSTOFFE 
IM BLUT. 


Von 


YASUWO TAKATA. 


(dus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Akademie Kumamoto. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingengangen am 14. August 1936) 


Bis jetzt sind viele und mancherlei Methoden iiber die Bestim- 
mung der Blutfettstoffe veroffentlicht worden. Ich habe friiher die 
Bestimmunesmethoden der Gewebsfettstoffe untersucht mit der 
Absicht, den Fettumsatz im Nervengewebe der Taube mit B-Avit- 
aminose zu studieren [Takata (1936)]. Weil ich bei dieser 
Untersuchung einen befreiedigenden Erfolg erhielt, so habe ich 
weiter untersucht, ob ich diese Methode auch auf die Bestimmung 
der Blutfettstoffe anwenden konnte. 

Da bei der Bestimmung der Fettstoffe die Extraktionsmethode 
eine grosse Rolle spielt, habe ich niimlich eimerseits die Endo’sche 
Bestimmunesmethode der Gewebsfettstoffe (1928) auf die der Blut- 
fettstoffe angewandt, weil diese Methode fiir meine Untersuchungen 
an den Gewebsfettstoffen sich als die beste erwiesen hatte, anderer- 
seits die von mir etwas veranderte Bloor’sche Methode (Alkohol- 
Ather-Mischung 1:1) gebraucht, und darauf diese heiden Methoden 
verglichen. 

Die zu bestimmenden Fettstoffe sind Gesamtfettsdure, Chole- 


sterin und Phosphatid. 


J. EXTRAKTION DER KETTSTOFFE. 


Endo’sche Methode (1928): Man bringt lecm Blut oder 
Serum in einen Porzellanméser, dazu Schmirgel von ca. zweifacher 
Quantitaét und ein wenig Alkohol. Man zerreibt dieses und zerstort 
dadurch die durch Alkohol sich absetzende Bluteiweissmasse. Dann 
fiigt man ea. 5 eem Alkohol-Ather (1:1) hinzu und mischt alles gut, 
wodureh die Fettstoffe aus der Masse in den Alkohol-Ather iiber- 
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eehen. Dann bringt man das Ganze in einen Meyerkolben, erwarmt 
bis zu schwachem Sieden des Inhalts auf Wasserbad, kiihlt ab und 
filtriert, und das Filtrat ist zu bestimmen. 

Bloor’sche Methode (1922): Ich gebrauchte eine Alkohol- 
Ather-Mischung von 1:1, anstatt 3:1 Bloor’scher Angabe. Man 
brinet ca. 20 cem Alkohol-Ather in einen Meyerkolben (Inhalts- 
volumen 50-100 cem). Dann lasst man 1 eem Blut oder Serum in 
den Kolben tropfen, indem man immer schiittelt. Hierauf erwarmt 
man bis zu schwachem Sieden des Inhalts auf Wasserbad, kiihlt ab, 
filtriert und bestimmt dann. 


Il. BEestTiImMMUNG DER FETTSTOFFE. 


Ich bestimmte alle Blutfettstoffe (d.h. Fettsaure, Cholesterin 
und Phosphatid) immer bei den Extrakten sowohl nach Endo’- 
scher Extraktionsmethode wie auch nach Bloor’scher. Die 
Bestimmungsmethode war ganz nach dieselbe wie die meine bei 
Geweben [Takata (1936) |. 


a) Bestimmung der Gesamtfettsaure. 


Man tut eine gewisse Menge der Extraktionsfliissigkeit von 
Alkohol-Ather in einen Meyerkolben. Nach Abdampfen des Athers 
auf dem Wasserbad verseift man durch ea. 5 cem NaOH (20%) bis 
zum Verschwinden des Alkohol-Geruchs. Dann giesst man die 
warme Flussigkeit in einen Mikrofliissigkeitsextraktor, spilt den 
Meyerkolben 4—5 mal mit einer kleinen Menge heissen Wassers aus, 
giesst auch das Spiilwasser in den Extraktor und sauert mit Salz- 
siure, extrahiert nun mit Ather und dampft den Ather ab, extra- 
hiert den Riickstand mit Reinather, filtriert durch Asbestfilter in 
den Meyerkolben, dampft den Ather ab und trocknet den Riickstand 
1 Stunde lang bei 50°C, fiigt ca. 5eem Petrolither (Siedepunkt 
unter 50°C), bevor er kithl] wird, hinzu und verkorkt wihrend einer 
Stunde, filtriert durch Asbestfilter in emen Becher (Inhaltsvolumen 
ca. 20 cem), dessen oberer Rand geschliffen ist, spiilt den Meyer- 
kolben mit Petrolather einige Male aus, giesst auch die Spilfliissig- 
keit in den Becher, dampft den Petrolither ab, trocknet 1 Stunde 
lang bei 50°C, kiihlt in einem Exsiceator ab und waet. Die 
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Gesamtfettsiuremenge in leem Blut und lecm Serum des 
Kaninehens sowohl nach Endo’seher als auch nach Bloor’scher 
Extraktionsmethode ist aus Tab. I. ersichtlich. 


TABELLE I, 
Gesamtfettsiiure (mg) 
Vollblut (1 cem) Serum (1 ecm) 
Kaninchen 
~ » © 
Extraktion ~~ } - : : 
——— 
0,8 ee 1,0 14 
nach Endo 2,0 1,4 
0,6 13 Zo 1,4 
0,8 1,4 1,0 1,5 
» Bloor 1,2 1,4 
0,6 1.6 1,0 te 


b) Bestimmung des Cholesterins. 


Gewebe hat fast nur freies Cholesterin. Das Blut enthalt aber 
nicht nur freies Cholesterin, sondern auch eine mehrere Menge 
Cholesterinester. 

Gesamtcholesterins: Man tut eine gewisse Menge Alkohol- 
Ather-Extraktionsfliissigkeit in einen Meyerkolben und dampft 
diese ab; dazu fiigt man ca. 10 cem Alkohol und ca. 2 eem Natrium- 
Alkoholat (2%) und verseift dies ca. 2 Stunden lang auf Wasserbad 
im Grad schwachen Siedens des Inhalts, kiihlt es ab, giesst es in 
einen Mikrofliissigkeitsextraktor iiber, spiilt den Kolben einige Male 
mit einer Menge Ather und dann einige Male mit Wasser aus, 
giesst auch das Spiilwasser in den Extraktor, extrahiert mit Ather 
auf Wasserbad, giesst die Extraktionsfliissigkeit in einen Becher, 
dampft den Ather ab und extrahiert den Riickstand mit kleiner 
Menge Aceton einige Male, filtriert durch einen mit Watte ver- 
stopften kleinen Trichter in ein Zentrifugierglas (Inhaltsvolumen 
ea. 30 ccm), vermehrt das Ganze auf 8cem durch Zugabe von 
Aceton und fiigt noch 2 ceem Wasser hinzu, damit die Konzentration 


260 Y. Takata: 


des Acetons 80% wird. Man erwirmt dann alles 5 Minuten lang 
bei 50-60°C und fiigt 0,2-0,5 eem Digitonin-Alkohollosung Loe 
die schon vorher auf dieselbe Temperatur erwirmt wurde, hinzu. 
Man mischt es zusammen, kiihlt das Ganze bis auf Zimmertempera- 
tur ab und filtriert es durch einen Jenaglasfilter (10 G, 3) der 
Zeiss-Werke. Dann spiilt man diesen Niederschlag mit Aceton, 
darauf mit Ather, trocknet eine Stunde lang bei 100°C, kiblt im 
Exsiceator ab und wigt: Gewicht des Niederschlags~+4,11 = Gewicht 
des Gesamtcholesterins. Das Resultat ist aus Tab. Il zu ersehen. 


TABELLE IT. 


Gesamtcholesterin (mg) 
Vollblut (1 cem) Serum (1 ¢em) 
ase toe : KKaninchen 
Soe 5 6 a 8 
Extraktion Ss 
0,78 0,78 0,37 0,39 
nach Endo 0,73 0,79 0,39 0,34 
0,78 0,79 0,39 0,34 
0,78 0,80 0,39 0,37 
» Bloor 0,73 0,77 0,39 0,34 
0,7 0,78 0,39 0,34 


Freies Cholesterin: Man giesst die Alkohol-Ather-Extrak- 
tionsfliissigkeit in einen Becher tiber, dampft ab, extrahiert den 
Riickstand mit Aceton, filtriert in Zentrifugierglas, vermehrt die 
Menge bis auf 8 cem, fiigt 2 cem Wasser hinzu, verbindet dies mit 
Digitonin bei 50-60°C, kiihlt ab, filtriert, spiilt den Riiekstand mit 
Aceton, dann mit Ather aus, kihlt ab und wiet. 

Gebundenes Cholesterin: Wenn man durch oben erwihntes 
Verfahren Digitonid des freien Cholesterins macht, bleiben noch 
Cholesterinester sowohl in der Filtrierfliissigkeit als auch in der 
Spilfliissigkeit zuriick. Deshalb dampft man daraus Aceton und 
Ather ab, fiiet dem Riickstand Alkohol und Natrium-Alkoholat 
hinzu, verseift diesen Ester, giesst alles in einen Fliissig¢keitsex- 
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traktor iiber, extrahiert mit Ather, dampft den Ather ab, gibt dem 
Rickstand Aceton bei, fiiet hier Digitonin hinzu und erhiilt 
Digitonid des Cholesterins. Die Ergebnisse zeigt Tab. ITI. 


TABELLE ITI. 


Freies Cholesterin Gebundenes Cholesterin 
Vollblut Serum | Vollblut Serum 
(1 ¢em) (1 cem) (1 eem) (1 cem) 
— Kaninechen ; 
) 2 
Extraktion ec ou 1 ie 
0,46 0,21 | 0,30 0,20 
nach Endo 0,48 0,17 0,28 0,23 
0,43 0,18 0,28 | 0,22 
~ | 
0,44 0,18 0,32 | 0,19 
= Bioor 0,49 0,17 0,29 0,24 
0,44 0,20 0,29 0,22 


c) Bestimmung des Phosphatids. 


Da man den Aminostickstoff der Fettstoffe 1 cem Blutes nicht 
mit meiner Bestimmungsmethode bei den Geweben bestimmen kann 
wass beweist, dass die Menge des Kephalins im Blut sehr gering ist, 
gebrauchte ich meine Bestimmungsmethode der Gewebsfettstoffe 
fiir die Bestimmung des Phosphatidphosphors im Blut, deren 
Umriss, wie folgt, ist: Man tut Alkohol-Ather-Extraktionsfliissig- 
keit in einen Kjeldahlkolben, dampft den Alkohol-Ather bei 
niedrigem Druck und niedriger Temperatur ab, extrahiert den 
Riickstand mit reinem Ather, filtriert in einen andern Kjeldahl- 
kolben durch einen Asbestfilter, dampft den Ather ab, oxydiert 
mit konz. Schwefelsiure und rauchender Salpetersdure und 
neutralisiert mit NaOH (20%). Durch Hinzufiigen von Ammo- 
niummolybdat, Ammoniumnitrat und Salpetersaure erhalt man 
einen Niederschlag von Phosphorammoniummolybdat. Dann 
filtriert man und spilt den Niederschlag mit Kaliumnitrat-Losung 
aus bis zum Verschwinden der sauren Reaktion der Spiilfltissigkeit. 
Den Niederschlag giesst man zusammen mit dem Filtrierpapier, 
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in einen Becher iiber, lést dies in NaOH (n/25) auf und durch 
die Titrierung der iiberschiissigen Natronlauge mit HCl (1/25) 
bestimmt man das Volumen des n/25 NaOH, das man zum Losen 
des Niederschlags gebraucht hat; dessen Resultat x Faktor (0.054) 
= Menge des Phosphors. 

Der erdsste Teil dieses Phosphors ist der Lecithinphosphor. 
Den Phosphatidphosphor im Blut und Serum ersieht man aus 
Tab. TV. 


TABELLE IV. 


Phosphatidphosphor 
Vollblut (1 ecem) Serum (1 cem) 
Kaninehen 
nin ap aN 
Extraktion 
0,028 0,016 
nach Endo 0,028 0,018 
0,027 0,014 
0,028 0,017 
> Bloor 0,032 0,017 
0,033 0,016 
ZUSAMMENFASSUNG. 


Nach meiner Feststellung bei den oben erwahnten Untersuch- 
ungen kann ich Folgendes sagen: 

1. Auf die Extrahierung der Blutfettstoffe mit Alkohol- 
Ather hat die Masse des dabei durch Alkohol entstehenden Blutei- 
weisses keinen Einfluss, wenn man so vorsichtig vorgeht wie bei der 
Bloor’schen Methode. Also ist die Bloor’sche Methode fiir die 
Extraktion der Blutfettstoffe die beste, weil ihre Handhabung sehr 
einfach ist. 

2. Die Fettstoffe im Blut des Kaninchens. 

Der Vergleich zwischen den Resultaten vieler Forscher und 
dem meiner Untersuchungen iiber die Bestimmung der Blutfett- 
stoffe beim normalen Kaninechen ist aus Tab. V zu ersehen. 
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TABELLE V. 
Fettstoffe im Vollblut. 
Gesamtfettsdure. 
Forscher Takahata Kohno Shimizu Takata 
E . c+ Mos 
ee Bang Bloor Suto Bloor 
ee PRG Nephelometrie | Nephelometrie| Nephelometrie| Gravimetrie 
Wert (%) 0,159-0,210 0,307—0,547 0,274-0,390 0,12-0,20 
Gesamtcholesterin. 
Frorscher Takahata Kohno Shimizu Takaki Takata 
; Verbesserte 
Salta ag Bang Bloor Bloor Leiboffsche Bloor 
Methode 
Bestim- Sonnets Ree 
mungs- Colorimetrie | Colorimetrie | Colorimetrie | Colorimetrie Aes 
methode ies 
Wert (%) | 0,090-0,125 | 0,100—-0,183 | 0,063-0,087 | 0,064-0,086 | 0,073-0,080 


Phosphatidphosphor. 


Forscher Takahata Sueyoshi Takata 
Extraktions- Bang Bloor Bloor 
methode 2 
Bestimmungs- Colorimetrie Colorimetrie Titrimetrie 
methode 
Wert (%) 0,0034-0,0045 0,0018-0,0035 0,0027-0,0033 


Gesamtfettsiure: Takahata’sche Methode (1926): Das 
Minimum ist ein wenig grésser als mein Minimum. Das Maximum 
liegt nahe bei dem meinigen. Kohno’sche (1929) und Shimizu’- 
sehe (1935) Methode: Das Minimum ist grosser als mein Maximum 
und der Wert schwankt sehr. Der Grund, warum der Wert von 
Kohno und Shimizu viel grésser als bei mir ist und sehr 


schwankt, mag viel mehr in der Unvollkommenheit der Bestim- 
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mungsmethode als in der Extraktionsmethode legen. Auch wenn 
man nach Verseifung der Blutfettstoffe sehr genau neutralisiert, 
wird noch einwenig Fettsiure frei. Die Teilchen dieser Fettsaure 
treten in die Fettsiiure-Emulsion ein, welche entsteht, wenn man 
die Seife ansiiuert und die ganze Fettsdure frei macht. Die Gleich- 
missigkeit der Emulsion wird dadureh gestort, und wohl sicher 
schwankt der Wert beim nephelometrischen Vergleich mit der 
Standardlésung. Takahata (1926) loste die Seife der aus Blut 
extrahierten Fettstoffe in Wasser und machte dann durch Saure 
Fettsiure frei. Deshalb ist die Grésse der daraus entstehenden 
Teilchen dieselbe und demnach ist der Wert verhaltnismassig kon- 
stant. Die Bildungsweise der Emulsion hat bei der Nephelometrie 
auf das Resultat einen grossen Einfluss und noch weiter ist die Ver- 
eleichung der Triibung immer schwerer, wenn dabei die Extrak- 
tionsfliissigkeit durch die Farbstoffe gefarbt ist. Wegen solcher 
Ursachen erzielt man mit der Gravimetrie den besseren Wert. 

Gesamtcholesterin: Shimizu’sche Methode (1935) und 
Takaki’sche Methode (1936) : Das Minimum ist ein wenig kleiner 
als das meinige und das Maximum ein wenig grosser als bei mir. 
Takahata’sche Methode(1926) und Kohno’sche Methode(1929) : 
Sogar das Minimum ist groésser als mein Maximum. 

Bei der Extraktion des Cholesterins aus Blut gibt es oft in 
diesem Extrakt auch Farbstoff. Deshalb erzielt man schwer densel- 
ben Farbenton wie den der Standardfitissigkeit und dazu ist der 
Farbenton im allgemeinen noch sehr verdnderlich. Da wegen 
solcher Ursachen das Resultat bei der Colorimetrie im allgemeinen 
schwankt, so sollte man bei der Bestimmung des Cholesterins, 
besonders bei einer kleinen Menge die Digitoninmethode anwenden. 
Hier empfehle ich daher die von Heki verbesserte Digitonin- 
methode. 

Phosphatidphosphor: Swueyoshi’sche Methode (1934): Das 
Minimum ist kleiner als das meinige, und das Maximum ein wenig 
grosser als bei mir. Takahata’sche Methode(1926) : Das Minimum 
ist grosser als mein Maximum. Der Grund, warum der Wert bei 
der Colorimetrie des Phosphatidphosphors im allgemeinen grésser 
ist und warum das Resultat so schwankt, ist vielleicht derselbe wie 
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bei der Colorimetrie des Cholesterins. In diesem Laboratorium 
wurde diese Tatsache haufig beobachtet; in den meisten Fallen 
zeigte die Colorimetrie nach Bell und Doisy (1920) den héheren 
Wert als den bei Titrimetrie. Deshalb ist auch bei der Bestimmung 
des Phosphatidphosphors die von mir verbesserte Titrimetrie, viel 
passender als die Colorimetrie. 

Nach meiner Bestimmunegsmethode sind. 

a) nm 1icem Blut des Kaninchens: 0,8-2 me Gesamtfettsiure, 
0,7-0,9 mg Gesamtcholesterin, 0,4-0,5 mg freies Cholesterin, mehr 
oder weniger als 0,3 mg gebundenes Cholesterin, mehr oder weniger 
als 0,03 mg Phosphatidphosphor ; 

b) im tecm Serum des Kaninchens: 1-1,6 meg Gesamtfett- 
saure, mehr oder weniger als 0,4 me Gesamtcholesterin, mehr oder 
weniger als 0,2 mg freies Cholesterin, mehr oder weniger als 0,2 mg 
gebundenes Cholesterin, mehr oder weniger als 0,015 mg Phos- 
phatidphosphor. 
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UBER DIE PROTEOLYTISCHEN FERMENTE DER 
PANKREASDRUSE DES KANINCHENS. 


> II Mitteilung: 
Uber die proteolytischen Fermente des Pankreassaftes. 


VON 


FUYUTAROO ITZIOKA. 


(Aus dem Utziono-Laboratorium des Institutes fiir Chemie an der 
Kaiserlichen Universitat Kyoto). 


(Hingegangen am 17. August 1936) 


Die neuen Ergebnisse betreffs der Higenschaften sowie der 
Spezifitat der Pankreasproteasen (1928) und ebenso die Darstel- 
lung des Krystall-Trypsins (1933) sind an dem Extrakt der 
Pankreasdriise gewonnen worden; nach den alteren Angaben von 
E. Fischer (1905) und den Ausfiihrungen von E. Abderhalden 
(1925) ist aber nur vereinzelt ein weniges tiber die Wirkung des 
Sekretsaftes der Pankreasdriise selbst berichtet worden, deren 
Kenntnis aber vom physiologisch-chemischen wie auch vom ver- 
eleichend physiologischen Standpunkt aus nicht entbehrt werden 
kann. 

E. Waldschmidt-Leitz und J. Waldschmidt-Graser 
(1927) haben ihrer Zeit darauf aufmerksam gemacht, dass kein 
qualitativer Unterschied zwischen den fermentativen Wirkungen 
des Fistelsaftes und denjenigen des Driisenauszuges des Hunde- 
punkreas beobachtet wurde, obgleich die Erepsinwirkung des Saftes 
auch gegeniiber der Trypsinwirkung deutlich niedriger steht. 

Im Jahre 1933 haben Le Breton und F. Mocoroa (1933) das 
Vorhandensein eines inaktiven Trypsins (durch Kinase aktivier- 
bar) und einer aktiven Carboxypolypeptidase (Spaltung von 
Chloracetyl-l-Tyrosin, Clupein und Scambrin) im Pankreassaft des 
Hundes bestitigt, dagegen weder Dipeptidase noch Amino- 
polypeptidase festgestellt. 

Anschliessend an meine diesbeziigliche I. Mitteilung (1936) 
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TABELLE I. 
Hiweissspaltung durch den 
Acidititszunahme in 4 ¢em 
Pankreassaft a pt 
Substrate Verdiinnung ay 
(20 cem) (Axtivienmng ) SE 5 
Menge DB 4.0 5.0 5.5 
Casein) pore) 2 | 0.02 (4.0) | 0.04 (5.0) | —0.01 (5.5) 
eevee 4 |0 (4.0) | 0.04(5.0) | 0.25 (5.5) 
: Ps = = 
eae 24 0 (4.0) | 0.04 (5.0) 0.56 (.5) 
Saft (1:20) 8 
ohne Kinase 24 — = aa 
2 cem 72 
Saft (1:20) 8 
Cystein (1/20 Mol) 24 — = == 
2 ecm 72 
Casein (2%) Saft (1:10) 
JSinasepulver ‘i es — ee 
0.05 ¢ 
3 com 
Glycinin (%) Saft (1:20) 3 0 0 
a ee 8 = 0.09 0.13 
Crk 9 9 Q¢6 
Moan 24. 0.24 0.33 
Saft (1:20) 2 
ohne Kinase 8 es = = 
4c¢om 24 
Gelatine 1%) Saft 1:20) ~ ere 
Kinasepulver q a cae 0 (5.0) - ae 2 
0.05 g¢ (4.0) | 0 (5.0) (5. ) 
eran 24 0 (4.0) | 0.04 (5.0) 0.08 (5.5) 
Gelatine (3%) Saft (1:10) 
Kinasepulver 1 = = a 
0.05 g 
3 ¢em 
Gelatine 1%) Saft (1:20) 5 
ohne Kinase 4 — — — 


4¢em 
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Pankreassaft des Kaninchens. 


Digestionslésung (cem 0.1 n-NaOH) 


6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 
0.11 (6.0) 0.08 (6.7) 0.08 (7.0) 0.06 (7.5) 0.06 (8.1) 0.06 (8.4) 
0.42 (6.0) 0.40 (6.8) 0.33 (7.1) 0.26 (7.5) 0.26 (7.8) 0.26 (8.0) 
0.91 (6.0) 0.86 (6.8) 0.85 (7.1) 0.79 (7.7) 0.72 (7.9) 0.72 (8.0) 
0 (6.3) Oimea(720) —0.01 (8.0) 

0 (6.4) — 0.05 (7.0) — 0.01 (8.0) — 
0 (6.4) 0.29 (7.0) 0.04 (8.0) 
0 (6.3) 0 (7.0) 0.01 (8.1) 
0 (6.5) — 0.04 (7.2) — 0.04 (8.0) — 
— 0.25 (7.2 0.15 (.82) 
0.11 (6.0) 0.27 (6.7) 0.30 (7.2) 0.31 (7.8) = — 
0.02 (6.0) 0.04 (6.7) 0.04 (7.2 0.02 (7.5) 0.02 (8.0) 
0.28 (9.0) 0.35 (6.7) 0.29 (7.0) 0.27 (7.5) 0.22 (7.8) — 
0.49 (6.0) 0.49 (6.7) 0.39 (7.2 OBO) 0.27 (8.0) 
0.02 (7.5) 
= a — 0.06 (7.6) — -- 
0.07 (7.6) 


0.02 ( 0.02 (6.5) 0.07 (7.0) 0.09 (7.5) 0.05 ( 0.05 ( 
0.07 (6.0) 0.11 (6.5 0.42 (7.0) 0.23 (7.3) 0.19 (7.8) 0.16 (8.2) 
0.26 ( 0.35 (6.5) 0.45 (7.0) 0.41 (7.3) 0.40 ( 0.33 ( 


0.08 (6.0) 0.13 (6.4) 0.15 (7.0) 0.17 (7.5) -- — 


0.01 (7.5) 
— — _— 0.07 (7.5) = = 
0.07 (7.5) 
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werden hier die Untersuchungen mit dem Pankreassaft des 
Kaninchens unter Leitung von Prof. 8. Utzino unter Beriick- 
sichtigung dieser neuen Erkenntnisse in Angriff genommen. 

Der frische Pankreassaft des Kaninchens greift weder Casein, 
Gelatine noch Glycinin (wenigstens nicht in 24 Std.) an, wahrend 
der Mazerationssaft der Pankreasdriise schon eine aktive Trypsin- 
wirkung aufweist, wie dies in der I. Mitteilung gezeigt werden 
konnte (Tabelle 1). Nach der Aktivierung des Saftes mit der 
Kinase der Diinndarmschleimhaut des Kaninchens werden diese 
Eiweissstoffe deutlich hydrolysiert. 

Wie es schon bei dem Mazerationssaft der Fall war, wurden 
Casein und auch Glycinin bei schwach saurer Reaktion (Pu 6.0- 
6.5) deutlich gespalten, waihrend die Gelatine-Hydrolyse haupt- 
sichlich bei alkalischer Reaktion stattfand (Pu 7.0-8.0), was mit 
den Ergebnissen von KE. Waldschmidt-Leitz (1924) gut 
iibereinstimmt. Hier ist noch zu erwahnen, dass eine starke Casein- 
Hydrolyse durch Schweinepankreaspulver auch bei der schwach 
sauren Reaktion (PH 6.5) auftrat. Falls die Versuche aber mit 
einer starkeren Enzymlosung und mit einer starkeren Casein-Kon- 
zentration (2%) angestellt wurden, fand die maximale Aciditats- 
zunahme in der Hauptsache bei alkalischer Reaktion (Pu 7.0-7.5) 
statt. 

Diesen Ergebnissen nach darf man wohl mit Recht annehmen, 
dass die Resultate in bezug auf die Optimalreaktion der Trypsin- 
wirkung von der Proteinnatur und von der Konzentration des 
Substrates sowie des Enzyms abhangig sein diirften. 

Eine gerinefiigige Aciditaétszunahme im Versuch mit dem 
nicht aktivierten Safte nach einer langeren Digestionsdauer (72 
Std.) dirfte sich durch die Selbstaktivierung des Trypsins 
erklaren. Diese Tatsache spricht iibereinstimmend dafiir, dass 
man hier in bezug auf die Vollaktivitaét des Pankreasmazerations- 
saftes eine eigene Aktivierungsweise des Pankreastrypsins bei der 
Bereitung des Glycerinextraktes annehmen muss, so wie denn auch 
das Vorhandensein der Kinase in der Pankreasdriise schon nach 
vielen Seiten hin anerkannt ist. Ein Cystein-Zusatz (1/20 Mol) 
ibte keinen aktivierenden Einfluss auf den Pankreassaft aus. Nach 
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diesen Ergebnissen diirfte hier auch die Kathepsinwirkung auszu-’ 
schliessen sein. Die erwihnten Resultate stimmen mit der Fest- 
stellung von Le Breton und F. Mocoroa (1933), dass der reine 
Pankreassaft des Hundes inaktives Trypsin enthalt, gut iiberein. 
Es muss noch gesagt werden, dass Ovo- und Hieralbumin (E. 
Merck), ebenso wie beim Mazerationssaft der Pankreasdriise, eine 


starke Resistenz gegen den Pankreassaft des Kaninchens aufwies 
(Tabelle IT). 


TABELLE II. 
Eiweissspaltung durch den Pankreassaft des Kaninchens (PH 7.5-8.0) 


I\ Sub- Aciditatszunahme in 4c¢em Digestionslosung 
Pankreassaftt | strate (cem 0.1 n-NaOH) 
Verdiinnung 
(Aktivierung Zeit Methy- Gases Ovo- Serum- 
Menge (Stun- | Casein liertes Pe ee albumin | albumin 
den) Casein Pp (EB. Merck)|(E. Merck) 
Saft (1:10) | 5 0.70 (7.8)| 0.25 (7.8)| 0.32 (7.4) |— 0.04 (7.6)|— 0.01 (7.6) 
Kinasepulver | 24 0.80 (7.8)| 0.37 (8.0)| 0.52 (7.3)} 0.01 (7.4)|—0.01 (7.5) 
= | 
0.05g,4ceem | 7  |0.99 (8.1)| 0.37 (8.1)| 0.62 (7.4)| 0.13 (7.4)| 0.01 (7.5) 
Saft (1:10) 5 0.03 (7.8)| 0  (7.8)|0.04 (7.8)| 0.01 (8.0) 
ohne Kinase 24 0.05 (7.8)| 0  (8.0)}0.10 (7.6)| 0.01(7.6)) — 
are 72 | 0.19 (8.0) |—0.01 (8.1) 0.13 (7.6)| 0.02 (7.6) 
Saft (1:5) | 5 0.02 (7.8) 0.06 (8.0) 
ohne Kinase 24 0.03 (8.0) - 0.15 (7.9) — = 
ooo | 72 | 0.14 (8.0) 0.35 (7.8) 
i i 


Die Feststellung von T. Imai (1924), dass das Bedecken der 


freien Aminogruppe mittels einer gewissen chemischen Gruppe eine 
Resistenzzunahme im Eiweissmolekiil gegeniiber der Proteinasen- 
Wirkung hervorrufen kann, bestatigte sich hier dadurch, dass die 
Spaltung des methylierten Caseins durch den Pankreassaft im Ver- 
gleich zur Caseinhydrolyse einen niedrigeren Wert zeigte. 

Das Caseino-Pepton, das aus dem Caseindigestat mittels der 
bis zur Konstanz des Acidititszuwachses fortgesetzten Pepsin- 
wirkung (Schweinemagenschleimhaut) durch Zusatz von Aceton 
ausgefallt wurde und bei SO4(NHy)o-Sattigung fast keine Aus- 
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fallung mehr gab, wurde schwach durch den unaktivierten, deut- 
licher durch den aktivierten Saft hydrolysiert. 

Im Gegensatz zu BE. Waldschmidt-Leitz (1927), der eine 
Erepsinwirkung im Hundepankreassaft, wenn auch geringeren 
Grades beobachtete, wurde von mir keine Erepsinwirkung im 
Kaninchenpankreassaft festgestellt, da die Dipeptide und Tripep- 
tide weder durch den frischen noch aktivierten Saft angreifbar 
waren, wihrend der Mazerationssaft der Pankreasdriise die Peptide 
mehr oder weniger zu hydrolysieren vermochte (Tabelle IIT). 


TABELLE ITI. 


_Dipeptide- und Tripeptide-Spaltung durch den Pankreassaft des Kaninchens. 
Aciditatszunahme in 4ccm Digestionslosung 
Substrat- Pankreas- (eem 0.1 n-NaOQH) 
losung saft 
(0.05 Mol- | / Verdiin- ; 
Lésung) (nung ) ee oe 
20 ee M Wea 
ms SESS Adena) 6.0 7.0 7.5 8.0 8.5 
~ = 
Giveg |Sattd220) nee i ce ae Op ee) 
2 24 |0.01 (6.0)|0.01 (7.0) = 0.03 (8.0)|— 0.04 (8.4) 
glycin 4cem 72 ee lake = Sa — 0.04 (8.2) 
r : 
Glyeyl-1 5 = = 0.05 (7.5) oan 
aft(1:2 3 — 
phenyl |Sft1:20)) 4 | (6.0)10.07 (7.0)| 0.05 (7.5)|—-0.01 (8.0), 
alanin : 72 = — 0.04 (7.7) — 
5 ( 5) 
dl-Leucyl- a ee as 0 (8.3) 
ise aoe + 94 10 (6.00 (oy — — 0.02 (7.8)|—0.04 (8.4) 
9 a 
72 =e = — 0.04 (8.2) 
dl-Leucyl- 5 0.02 (7.4)|* 
Saft(1: Steck 
give ay ea I) oe Sood. ae = 
glycin 72 —0.03 (7.5) 
2) a 
Saft(1:10 s 
nee ) 5 0 (5.8) 0 (6.8) 0 (7.8) 
lésung 24 10 (5.7) 0) 6:7) = 0 (8.0) — 
ee 72 10 ©.7)10 (6.7) 0 (8.0) 
dl-Leucyl- ES 
glyeyl- |Saft(1:10)| ,° 0.04 (7.5) 
phenyl Accom x — — 0.02 (7.6) — = 
alanin (8) 72 0.01 (7.7) 


1) Der Saft wurde mit Wasser aufs 10fache verdiinnt. 


2) 


losung bei 37° 30 Min. stehen gelassen, 


; ; - ae me 
lccm Saft wurde mit 4cem Wasser verdiinnt und mit 5 cem Kinase- 
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Obgleich man die Verschiedenheit der Tierart als verantwortlich 
fiir diesen Spezifititsunterschied in Betracht ziehen muss, verdient 
diese Beobachtung doch besondere Beachtung, da nach der Beschrei- 
bung der deutschen Forscher eine Verunreinigung des Pankreas- 
saftes durch geringere Mengen Darmsekret keineswees ausge- 
schlossen war. : 

Mit grosser Wahrscheinlichkeit kann hier geschlossen werden, 
dass ftir die Peptidase-Wirkung des Mazerationssaftes des Ka- 
ninchens die Gewebspeptidase, die bei der Mazeration mitgefasst 
wurde, verantwortlich ist. 

Was die Acylase (Carboxypolypeptidase) (1928) anbetrifft, 
wurden weder Benzoyl- noch Phtalyldipeptide durch den Pankreas- 
saft (auch aktiviert) angegriffen, wie dies die Ergebnisse mit dem 
Mazerationssaft schon voraussehen lessen (Tabelle IV). Von den 
Halogenacylaminosauren oder Halogenacyldipeptiden ist der Saft 
nur Chloracetylaminosduren zu spalten fahig (Tabelle V). Die 
Hydrolyse des Chloracetyl-l-phenylalanins wurde durch Zusatz von 
Kinasepulver nicht merkbar verstarkt. Man mochte also annehmen, 
dass im Pankreassaft des Kaninchens sich Halogenacylase (1929) 
vorfindet, deren Wirkung auch auf gewisse Chloracetylaminosaéuren 
eingestellt ist. 

Hier sei noch erwéhnt, dass die beiden Halogenacyldipeptide 
durch den Mazerationssaft gespalten wurden, durch den Saft aber 


nicht. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Pankreassaft: Durch EHinfiihrung einer kleinen Kapillar- 
glaskantile in den Ductus pankreaticus einige mm vor seiner 
Miindung im Diinndarm wurde der Pankreassaft aufgenommen. 
Unter giinstigen Bedingungen gelang es mir, nach dem Hinspritzen 
einer Sekretinlésung sogar einige bis 10 ccm des klaren Saftes im 
Probierglas anzusammeln. Beim Sehen durch das zwischen den 
Fingern aufgespannte Peritoneum in der Nahe der Dinndarm- 
schlinge kann man den Verlauf des Ausfiihrungsganges ohne 
Schwierigkeit ausfindig machen und verfolgen. Fir die Akti- 
vierung wurden je 20ccm des aufs 20 fache verdiinnten Saftes 
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Fermente der Pankreasdrtise des Kaninehens.—II. 


TABELLE V, 
Halogenacylpeptide-Spaltung durch den Pankreassaft des Kaninchens. 


> 


NH,- N-Zunahme in 1ecm Digestionslésung 


Substratlésung ete hen (mg NH.-N) 
(0.05 Mol- Aktivierung Zeit pH 
Lésung) 20 eem Menge (Stun- 
| dea 6.0 7.0-7.5 8.0 
Saft(1:10) 5 0.263 (7.5) 
| ohne Kinase 24 = 0.288 (7.5) = 
4 ecm 72 0.287 (7.5) 
| Saft(1:10) 5 0 304 (7.5) 
Chloreacetyll- | Kinasepulver 24 = 0.302 (7.5) — 
Phenylalanin 0.05 g, 4 cem 2 0.308 (7.5) 
| Saft(1:5) 5 —0.001 (7.5) 
| Kinase 0.02 g 24 pre, fe. 
(30 Min. erhitzt) | — 0.028 (7.3) 
4cem een —0.011 (7.3) 
Saft(1:10) | § —0.003 (7.4) 
| ohne Kinase 24 = — 0.003 (7.2) = 
| 4ecm Ti, ; 0.001 (7.2) 
Saft(1:5) Vey 0.019 (7.5) 
Chloracetyl-dl- Kinasepulver 24 = 0.019 (7.4) — 
Phenylalanin (8); 0.05 g, 4 ccm 2 0.016 (7.4) 
Saft(1:5) 5 —0.018 (7.4) 
| Kinase 0.02 g¢ 24 = — 0.003 (7.3) ae 
(30 Min. erhitzt) 
4cecm 12) — 0.012 (7.3) 
Per Saft(1:10) 5 0.046 (7.4) 
roe a TH Kinasepulver = = 
easier 0.05 g,2cem | 120 0.050 (7.4) 
1) — 1) 
Saft(1:10) 5 0.011 (6.0)} 0.001 (7.2) | —0.006 (7.9) 
ohne Kinase | 24 0.006 (6.0)| 0.001 (7.1) | —0.004 (7.6) 
Chloracetyl- | 4¢em sae 72 — 0.005 (6.0) 0.001 722) 0.016 (7.6) 
diglycin Saft(1:10) 5 Ge 72) 
Kinasepulver | 24 — 0 (7.0) -s 
0.05g,4cem | 72 J fh et (7.2) | 
ed 23 eens Saft(1:20) 5 |—0.003 (6.0)| —0.004 (6.8) | —0.001 
Bromisocapronyl xinasepulver | 24 | 0.001 (5.8)| —0.003 (6.7)| — 0.001 
glycin 0.05¢,4eem | 72 |—0.020 (5.8)| —0.020 (6.7) | —0.014 
: Saft(1:20) 5) 0 (7.0) | —0.001 (7.4) 
ey ona del baie Kinasepulver 24 = — 0.002 (7.0)| 0 (7.4) 
slyeylglyein | 05 g,4eem | 72 0.023 (7.0)| 0.014 (7.4) 
rae natal 5 
Saft(1:20) 6 0.36 
Casein (1%) Kinasepulver 24 a = 0.62 
0.05 g,4eem 72 0.82 


D) 


behandelt und 4 eem dieser Lésung gebraucht. 


2) 


1cem Pankreassaft, aufs 5-fache verdiinnt, wurde mit 5 ccm Kinaselosung 


Aciditiitszunahme in 4 ecm Digestinslésung (cem 0.1 n-NaOH) angegeben. 
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(auch 5-10 fach verdiinnt) mit je 0.05g Kinasepulver oder je 
10 cem des aufs 10 fache verdiinnten Saftes mit je 10 cem Kinase- 
lésung (1928) 30 Min. bei 37° behandelt:. Die Kinasepraparate 
sind wie in der I. Mitteilune hergestellt worden und zeigten in der 
angegebenen Konzentration weder eine tryptische noch ereptische 
Wirkung. 

Digestionsansatz: Als Hauptversuch wurden je 20 ccm einer 
1%igen Hiweisslosung (Casein oder Glycinin in 0.4% Sodalosung) 
oder je 20 cem einer 1/20 Mol Peptidlésung (Acylderivate als Na- 
Salz in der berechneten Menge 0.1 n-NaOH Losung) in Citratpuffer 
von verschiedenem Pu-Werte unter Zusatz von 2-4 ccm verdtinnter 
Pankreassaftlosung (meistens 20 fach, aber auch 5-10 fach 
verdiinnt) und etwas Toluol bei 37° digeriert. In 4 ccm dieser 
Digestionslosung wurde die Aciditétszunahme nach Sorensen 
titriert oder die NHs-N Zunahme in leem nach Van Slyke 
bestimmt. 

Bei der EHiweisshydrolyse wurden die Pu-Werte durch die 
Gasketten-Methode bestimmt. 

Als Kontrollversuch wurden Versuche mit Fermentlésung ohne 
Substrat unter den gleichen Bedingungen angestellt. 

Die hier erhaltene Aciditits- oder NH».N-Zunahme wurde als 
Kontrolle vom Betrag des Hauptversuchs abgezogen. In den 
Tabellen sind diese kontrollierten Zahlen angegeben. 

Die Zahlen in den Klammern geben die bei allen Bestimmungen 
gepruften Pu-Werte an. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der frische Pankreassaft des Kaninchens greift Hiweiss- 
korper (Casein, Gelatine und Glycinin) nicht an, er greift sie 
sofort an, wenn er mit Kinase (Diinndarmschleimhaut) aktiviert 
ist (Pu 7.0-8.0). Hine starke Casein-Hydrolyse kann auch bei 
schwach saurer Reaktion (Pr 6.0-6.5) beobachtet werden. Caseino- 
Pepton wurde schwach dureh den unaktivierten, deutlich durch 
den aktivierten Saft angegriffen, Albumine (EH. Merck) zeigten 
eine starke Resistenz gegeniiber der Trypsinwirkung. 


2. Der Pankreassaft hydrolysierte weder Dipeptide noch 
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Tripeptide. Fiir die Erepsinwirkune des Mazerationssaftes der 
Pankreasdriise muss infolgedessen die Gewebspeptidase das 
Drtsengewebes verantwortlich sein. 

3. Der Saft ist, unabhingig von der Aktiverung, nur im- 
stande, einige, gewisse Halogenacylaminosiuren anzugreifen, Halo- 
genacyldipeptide dagegen nicht. Acylderivate wurden durch ihn 
nicht hydrolysiert. 
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SPECTROSCOPIC STUDIES ON PURIFIED ENZYMES. 
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On Lipase, Urease and Tyrosinase. 
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In the previous communication (Itoh, 1935, 1936) the author 
described the spectroscopic studies on purified xanthine oxidase, 
katalase, amylase and peroxidase. Further we studied on lipase, 
urease and tyrosinase, the results of which are reported in this 
paper. 


I. RiIcrInus LIPASE. 


1. Preparation. 

The enzyme preparation applied for this study was the same 
as described in the previous communication (Itoh, 1936). 

2. Spectroscopic result. 

The enzyme preparation obtained was very active showing 
lipase value (pH. L. W.) 47 in an estimating vessel of 3.5 em x 14.0 
em. The preparation possessed phosphor and nitrogen, its phos- 
phor and nitrogen content showed 1.26% and 7.9% respectively, 
and was positive in usual protein colour reactions. 

Since this highly purified enzyme preparation is very unstable 
and easily inactivated by air the test for spectrophotometry was 
carried out after being dissolved in olive oil under protection from 
inactivation by air. The spectroscopic examination showed that 
the enzyme possesses only a sharp selective absorption band in the 
ultraviolet with its maximum at 278my as shown in Fig. 1. The 
substance which showed a selective absorption band at 278 mu 
would be protein as discussed in tyrosinase, and the enzyme would 


be protein in nature. 
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Fig. 1. Absorption curve of ricinuslipase. 


Il. Urease. 

1. Preparation. 

The preparation of urease was carried out by the method of 
J. B. Sumner (1926). 158 ee. of redistilled acetone was diluted 
with distilled water to 500 ce., and cooled to 22°C. ‘To this cooled 
acetone 100¢ of jack bean meal was added and stirred for 3-4 
minutes thoroughly. Filtered through the Schleicher and Schill 
filter, number 595. The filtrate was placed in an ice chest at 
2-2.5°C and allowed to remain overnight. Then the precipitate 
which appeared next morning was collected by centrifuge, using 
cold centrifuge tube. The precipitates were not crystals as re- 
ported by Sumner but amorphous matters which were very active 
in the urease action. The precipitates were dissolved in distilled 
water at room temperature by stirring, and the insoluble matter 
was centrifuged off. The clear solution that was used for the 
spectroscopic studies was positive in usual protein colour reactions. 
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2. Result. 
The spectroscopic examination showed a selective absorption 
band with its maximum at 265 mu at pH 7 as shown in Bie 
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III. Tyrostnase. 


1. Preparation. 

The tyrosinase was prepared from potato peelings by the 
method of R. Chodat (1910). Namely the brown coloured aqueous 
extract of the peelings was mixed with aleohol until the concentra- 
tion of the latter reached 40 per cent. The resultant precipitate 
was collected by centrifuge and washed with 95% alcohol. Then 
the precipitate was dissolved in one fifth volume of water of the 
original solution and placed overnight in an ice box. The undis- 
solved portion was filtered off and the clear filtrate was again added 
to with alcohol. This procedure was repeated twice more and the 
final precipitate was dried in vacuum over H2SQx4. 
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2. Results and Discussion. 

The preparation thus obtained was very active and was freed 
from peroxidase and the usual protein colour reactions were posi- 
tive. The spectroscopic examination of the tyrosinase solution 
showed a broad absorption band with its maximum at 276 my in 
the ultraviolet at pH 7 as shown in Fig. 3. The absorption band 
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Fig. 3. Absorption curve of tyrosinase. 
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shifted 5myu toward the longer wave lengths at pH 11, but at 
pH 3 the curve shifted toward the shorter wave lengths without 
alternation of absorption curve. 

Obviously it is important to identify the nature of the sub- 
stance giving spectral absorption at 276 mu in the enzyme solution. 
For this object the author investigated casein, eggalbumin and a 
number of amino acids. The spectroscopic examination on casein 
showed a selective absorption band with its maximum at 277 mu 
at pH 9.2, and at pH 2 the curve shifted to the shorter wave lengths 
with its maximum at 270 mu and at pH 11 the curve shifted to the 
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longer wave lengths with its maximum at 291m uw without alterna- 
tion of absorption curve as shown in Fig. 4. 
20 
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Fig. 4. Absorption curve of casein. 
(a), pH 9:25 (Cb) -pHE13. (e)i pHe-2: 


The eggalebumin showed a band with its maximum at 280 mu 
as shown in Fig. 5. 

The ultraviolet absorption of the amino acids showed that the 
aliphatic amino acids do not show appreciable absorption above 
250mu, but the aromatic amino acids tyrosin, tryptophane and 
phenylalanine have given absorption in the same spectral region 
as the proteins. The absorption maximum of tyrosin, tryptophane 
and phenylalanine were 275 mu, 280 my and 262 mw respectively, 
eurves were shown in Fig. 6. In this ease tryptophane and 
phenylalanine examined at pH 7, but the tyrosin investigated in 
0.01 N HCl solution on account of its low solubility at pH. 7. 

Though there is an overlapping phenomenon as in the case of 
the blood plasma, where the selective absorption of the proteins 
entirely masks that of the uric acid, the view may be held that the 
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Fig. 5. Absorption curve of eggalbumin., 


substance giving spectral absorption at 273 myu in the tyrosinase 
solution may be proteinlike in nature. And the ultraviolet absorp- 
tion of the proteins in the region above 250 my should be due to 
the aromatic amino acids. The shift of the absorption band to- 
wards the longer wave lengths in decrease of hydrogen ion con- 
centration and the shift towards the shorter wave lengths in in- 
crease of hydrogen ion concentration may be caused perhaps by 
the enolisation of protein molecule or by the change in the mole- 
cular state such as dissociation and aggregation. 


SUMMARY. 


1. The ultraviolet absorption spectra of purified ricinuslipase, 
urease, tyrosinase, casein, eggalbumin and a number of amino acids 


have been measured. 


2. The absorption spectrum of ricinuslipase showed a band 


with a maximum at 278 mu. 


3. Urease showed a band with its maximum at 265 mw at 


ee y: 
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Fig. 6. Absorption curve of tyrosin tryptophane, phenylalanine. 
(2) tryptophane. (b) tyrosin. (¢) phenylalanine. 


4. Tyrosinase showed a band with a maximum at 276mu, 
the band shifted towards the longer wavelengths in an alkaline 
solution and towards the shorter wavelengths in an acid solution 
without alternation of absorption curve. 

5. Casein showed a band with a maximum at 277mu (pH 
9.2), the band shifted towards the longer wavelengths in an alkaline 
and the shorter wavelengths in an acid solution without alternation 
of absorption curve. 

6. A band with a maximum at 280myu was found in 


egealbumin. 
7. Aliphatic amino acids showed no appreciable absorption 
band. 


8. Aromatic amino acids, tyrosin tryptophane and phenyl- 
alanine have given absorption with a maximum at 275 mu, 280 mu 
and 262 mu respectively. 

The author is greatly indebted to Prof. Dr. K. Kodama for 
his kind criticisms and suggestions throughout this research. 
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XXI. Assimilability and Disintegration Chemism of 
N-Monoacetylglucosamine. 


By 
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In 1907, Meyer asserted that glucosamine becomes much more 
assimilable to the animal body, when it is acetylated at the nitrogen 
atom. It was based on the fact that any reducing substance was: 
detected neither in feces nor in urine of 48 hours after a rabbit 
had been administered with the acetyl derivative per os. In 
similar experiments of the present writer, acetylglucosamine was 
hardly excreted by the kidney in fact, not far from the Meyer’s 
finding, while at the same time urine nitrogen showed no increase 
and, on the contrary, 67% of the amount given were recovered 
from the intestinal content and feces together. 

According to the recent researches of Kawabe (1934, 1), one 
of our collaborators, glucosamine ingested was absorbed to the 
extent of 81 to 96% in 24 hours from the alimentary canal and 
metabolized from 69 to 81%. Compared with his results, the 
writer’s seem to prove glucosamine to be much less absorbable, 
when acetylated, than in a free state. An argument to affirm this 
inference was further given by ingesting the acetylation product 
in two or three fractions or in a larger doses because absolute 
amount of the substance excreted in urine was not influenced 
thereby. Probably the permeability of intestinal mucosa to this 
compound is extremely limited. 

For the purpose of examining the degree of its assimilation, 
subcutaneous injection was applied so that a large quantity reaches 
the metabolic organs at a time. From the result, however, it was 
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found that most of the injected mass is regained from a day’s urine 
without suffering any conversion besides a trace of free glucosamine, 
whereas, from what Kawabe observed, glucosamine is excreted as 
such in much less amount. Therefore, acetylglucosamine seems to 
be markedly less assimilable than the unacetylated. 

In addition, experiments in vitro were performed, which re- 
vealed the following facts: 

1. Merely liver pulp excluding all other tissues examined 
disintegrated acetylglucosamine in vitro. 

2. The experiments on liver pulp showed the formation of free 
elucosamine, as did those on the animal body, although restricted 
to a trace. 

3. Optical pH for disintegrating acetylglucosamine is 6. 


a 


i 

4. The enzyme concerned is more labile than glucosaminase. 

Judging from these observations it may be regarded as justified 
that the disintegration takes place with primary deacetylation in 
liver followed by consecutive conversions by the enzyme 
“‘olucosaminase’’? (Kawakami) and others not only in loco but 
also in such organs as kidney, Jung and so on, to where glucosamine 
freed from acetyl radicle is transported. 


Experiment. 


I. ON ABSORBABILITY AND ASSIMILABILITY. 


Grown up male rabbits were employed and the experiment was 
made after the animal had been accustomed to bean curd refuse 
for 7 days or longer, which was given 150 gm per ke body weight 
each day at between 9 to 10am. The stoek food was kept cool in 
a stoppered flask, after being mixed throughout, for the use of 
one whole experiment. 

On the day of the main experiment, the rabbit was ad- 
ministered at Sa.m. with 2gm. of acetylglucosamine per kg 
bodyweight, wrapped in wafers with a small portion of the diet, 
and the urine of the following 24 hours was collected both by 
receiving the portion voided by itself in a flask, containing toluene 
alone or 5c. of 30% acetic acid besides, and by emptying the 
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remaining out of the bladder by means of a catheter. 

Kstimations were made on pH, total nitrogen, total and acetyl- 
glucosamine and reduction power after the thus collected urine 
had been made up to a proper volume with washings of the bladder 
and water. 

Analytical and ealeulation methods: 


pH, by the Clark and Lubs indicater 
method. 
Reduction power, by the Benedict method and was eal- 


culated as glucosamine according to 

Kawabe (1934, 11). 
N-monoacetylglucosamine, by the procedures described in a fore- 
' going communication (Watanabe 


1936, i). 

Total glucosamin-N estimated by treatment of the evaporat- 
which signifies the total ed protein-free residue with acetic 
sum of N belonging to anhydride, as described by Wata- 
glucosamine and of N- nabe (1936, 11) for determination of 
monoacetylglucosamine olucosamine, and computed by multi- 


plying the amount of total glucos- 
amine in terms of its chlorhydrate 
with the factor 14/216. 

Free elucosamine, expressed by (total glucosamin-N- 
acetylglucosamine-N ) X 179/14. 


Table I. gives typical examples in general. 

From figures of Exp. 2, it is seen that total nitrogen in urine 
was scarcely increased on ingestion of acetylglucosamine, in other 
words, the mucosa of alimentary canal is little permeable to it. 
In Exp. 1, it was even decreased which is but undoubtedly within 
the analytical error. In both experiments a small portion of the 
absorbed acetylglucosamine was excreted chiefly as such and 
partially in a free state (free glucosamine-N: 0.54 and 0.83 mg or 
14 and 20% of the total glucosamine-N respectively ). 

In Exp. 3 and 4, the exeretion of acetylglucosamine was not 


altered by giving larger doses, which suggests that the absorption 
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is limited in the extreme, because, as will be proved below, the 
substance is not readily assimilated and, accordingly, the more of 
the substance that is administered, the more of it would appear in 
urine, if the absorption threshold were low. 

In Exp. 5-8, where the substance was given subcutaneously, 
68-82% of the transferred amounts were eliminated without any 
change and 4.1 to 7.1% as free glucosamine. 

Isolation of the liberated glucosamine from urine was tried by 
extracting off acetylglucosamine with amylaleohol, which does not 
dissolve the former. But the attempt failed, owing lkely to its 
too small concentration and to the probable increase of its solutilty 
by the simultaneous presence of the acetyl derivative. 


Recovery of acetylglucosamine in the feces 
and intestinal content. 


The experiment was made on rabbit No. 1. 

The digestion mass was squeezed out from the whole intestine 
which had been cut out immediately after the collection of urine. 
The intestine was then opened and washed. The content was 
combined with washings and feces excreted in the preceding 24 
hours, and digested at first on a water bath with 10 ee. of 30 ee. 
acetic acid, under stirring, afterwards boiled for a while on an 
asbestos sheeting, until the volume was reduced to 500 ce. It was 
filtered, then 20 cc. of the liquor was diluted to 150 ee. and preci- 
pitated with an equal part of 25% mercuric acetate solution. The 
solution thus obtained was almost colourless. After treatment with 
H2S, analysis gave 0.75 mg of acetylglucosamine in 1 ec., namely in 
total, 2813 mg. Consequently 67% of the ingested were recovered. 

Without boiling with alkali, the filtrate, removed from Hg, 
scarcely developed red colour on addition of the Ehrlich’s reagent. 


Il. EXPERIMENTS ON THE ENZYMIC DISINTEGRATION. 


A fresh bull tissue was minced by means of a masticator, 
ground in a mortar, and 2 em of the pulp prepared were incubated 
in a stoppered tube with 1 ce. of acetylglucosamine solution eontain- 
ing 36.96 mg and 0.85% saline solution which was added up to 
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12 ce. Incubation temperature was 38°C and two drops of toluene 
were used for keeping the mixture aseptic. Free and _ total 
glucosamine were analysed on the mixture diluted to one tenth. 
As a control experiment, another portion of the tissue pulp was 
taken and digested identically with glucosamine in place of the 
acetylated. 

Tissues such as pancreas, lung, kidney, heart, cerebrum, cortex 
of suprarenal capsule, thyroid, ovary, muscle, spleen and intestinal 
mucosa of the bull were examined. Although glucosamine de- 
composition was caused by any of them as observed already (Wata- 
nabe 1936, IL), all except the liver were found inert on the acetyl 
derivative. An example of the liver is shown in table II. 


TABLE II. 


time of incubation 


| (hours) 
| — —_—_—__- = = =< 
0 5 
Glucosamine remaining 
Control run unconverted in terras 5 
of the chlorhydrate (mg) 36.0 31.92 
acetylglucosamine. (ng) 36.96 34.80 
45 -N. (ng) 2.3376 2.2008 
ie ae total glucosamine-N. (mg) 2.3352 2.1960 
free glucosamine-N. (ng) — 0.0024 — 0.0048 


Contrary to what will be seen in later experiments, no free 
glucosamine was detected in this main digestion mixture after in- 
cubation. It must have been wholly disintegrated by glucosaminase 
coexistent in the tissue as soon as it was set free from the substrate 
added. 

Further study on this new enzyme was made likewise by ex- 
tending the time of incubation and varying pH of the mixture, as 


illustrated in tables below. 


Stabilility of the enzyme. 


Deacetylation stopped in 5 hours while glucosaminase was still 
active, under the present experimental conditions. (Table ITT) 
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TABLE ITI. 
tea | Time of incubation (hours) 
0 5 10 24 
; eniouianene 


control exp-| ~ Gniorhydrate (mg) |36.0 |32.2 [30.2 |29.5 


acety]- 
Example 1. glucosamine (mg) |37.0 |34.1 |34.1 |34.1 
main exp. ; -N. (mg) | 2.344] 2.157] 2.157] 2.157 

total 


glucosamine-N. (mg) | 2.351] 2.193} 2.193} 2.193 


glucosamine 


gomteoVext chlorhydrate (mg) | 35.8 |32.4  |30.7 |30.2 


acetyl 
Example 2. glucosamine (mg) [36.8 |35.0 | 35.0 | 35.0 
main exp. 5) -N. (meg) 2.331) 2.218) 2.218] 2.218 
total 


glucosamine-N. (mg) | 2.336] 2.221) 2.221) 2.991 


TaBLE LV. 
Incubation: 5 hours. 


pH 2.3] 4.7] 5.6] 6.3] 6.7] 7.7| 8.6| 9.7 |10.5 |12.4 


Control exp. | Glucosamine 
chlorhyrate mg | 0 0 0 |1.68] 2.88) 2.88} 1.92] 0 0 0 


Main exp. Acetyl- 
glucosamine mg| 0 | 0 0 |2.16) 2.4 | 2.16) 2.16) 0 OF 0 


Linuts of pH for the action of the enzyme. 


4 ec. of 0.85% NaCl in the digestion mixture of the prior ex- 
periment were replaced by the equal volume of one of the 
Sorensen’s buffer solutions (citrate (pH 2.3-6.7), phosphate (7.7) 
and glycocoll (8.6-12.4) mixtures) and, in control experiments, the 
equal volume of the glucosamine chlorhydrate solution which had 
been neutralized and contained 3.6mg. was employed as a sub- 
stitute of the acetyl-glucosamine solution. Digestion was continued 
for 5 hours. As demonstrated in table IV, the enzyme displays 
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its activity between pH 6.3 and 8.6. 

Thanks are due to the Foundation for Promotion of Scientific 
and Industrial Research of Japan for a grant towards the expenses 
of this research. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


XXII. On Animal /-N-Monoacetylglucosaminidase. 
Preliminary Report. 


By 


KUNIICHI WATANABE. 


(From the Medico-chemical Institute, Hokkaido Imperial University, Sapporo. 
Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, August 21, 1936) 


As was noted, in the foregoing communication (Watanabe 
1956, 1), N-monoacetylglucosamine is with difficultly assimilable to 
the animal body, whereas, it is readily disintegrated, when 
deacetylated. 

The significant role played in another connection by the acetyl 
radicle has been demonstrated by previous authors, so, for instance, 
chitosan, the partially deacetylated derivative of chitin, becomes, 
after reacetylation, again as attackable as the latter by snail 
chitinase (Karrer and Francois, 1929) and, according to the 
more recent investigations of Helferich and his co-workers (1934), 
emulsin which hydrolyses glucosides of $-N-acetylglucosamine is 
hardly capable of cleaving up phenol-f-glucosaminide. For the 
process of hydrolysis, therefore, acetylation of the nitrogen atom 
is deemed of primary importance. The fact that both animal and 
plant glucosamine complexes which have been heretofore inves- 
tigated on this point are all acetylated, stands in favour of this 
suggestion. 

The present report verifies the presence of the enzyme which 
splits up the N-acetylated (-glucosaminide in animal tissues. 


EXPERIMENTAL. 


In a speculative attempt which was proceeded by letting fresh 
bull liver hash act, suspended in water, on phenol-$-N-acetylglu- 
cosaminide, the amount of free phenols was found to get enor- 
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mously large, so that the study was extended on a systematic under- 
taking as seen in the following. 

Phenol-$-N-acetylglucosanide was prepared after Hel- 
ferich and Schmitz (1933), and phenol analysis made by 
the procedures of the writer (Watanabe 1936, 1) 


1. Is the inerease of free phenol caused by hydrolysis of 
the acetylglucosaminide? 


The digestion mixtures were composed of : 


Bull liver hash 1 gm 
Phenol-6-N-acetylglucosaminide solution (0.9% 

saline solution) containing 6 mg in 1 ee. 1 @e. 
0.9% saline solution ad 6 ee. 
Toluene 1 drop. 


In one (1) of the control runs, the substrate solution was 
omitted and in the other (II), bull liver hash was employed which 
had been heated in 0.9% saline solution just to boiling. Inecuba- 
tion was continued at 38°C for 2 hours. 

At the outset of digestion, content of free phenols was 0,2820 
me calculated as phenol in both the main and control experiments, 
and after 2 hours, in the former 1.3200 mg and in control run 
I 0.3588mg and in II 0.2820mg. Therefore phenol which is 
regarded to have originated from /-acetylglucosaminide was 0.9612 
meg, corresponding to 1.830 mg of glucosamine. 

As the sum of liberated glucosamine and acetylglucosamine 
which was estimated by treating the evaporated residue of the 
deproteinized mixture with acetic anhydride (Watanabe 1936, 
ii) amounted to 1.8238 meg, computed as glucosamine, the excess 
of phenol in the main over that in control I, appears to have been 
wholly yielded from the substrate added. 


2. Influence of pH on the enzyme activity. 


0.5 gm. of liver hash, 2 ec. of buffer solution and 1 ce. of the 
substrate solution equally concentrated as above were adjoined to- 
gether and the mixture was placed for 1 hour, with 1 drop of 
toluene, in a thermostat at 38°C, after being made up to 6 ce. with 
water. In table I the results of the control experiments carried 
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TABLE I.—(Continued) Example 3. 


In- 


euba- et 2.3 3.7 4.7 5.6 
tion. | 
hour | 
nai 
| ree phenols a 0.1657 2 > . 
0 calle. as Y se 
| phenol 
; mg control | 0.1657 a a om aS 
| ea 
Free phenols arse Pale 56 x 
eee (a) 0.9744, 1.6512} 17088) 1.5696} 1.2576 
. a | control | 
(b) 0.3300 | 0.3864] 0.3300] 0.2856) 0.2688 
| Increase of a—b | 0.6444! 1.2648] 1.3788| 1.2840] 0.9888 
1 | free phenols 
| eale. as - = 
pee control | 0.1643) 0.2207| 0.1643] 0.1199) 0-1031 


Decrease of phenol B- 
| acetylglucosaminide 
in main exp. 

Jo 34.0 66.6 72.2 67.6 52.0 


out without the substrate are tabulated to-gether. Buffer solutions 
employed were citrate (pH 2.3-6.7), phosphate (7.7) and glycocoll 
(1.03-1.9 and 8.6-12.4) mixtures of Sérensen. 

Examples 2 and 3 indicate that the optimal pH of /-N-mono- 
acetylglucosaminidase les at 3.7 or on the acid side adjacent to it 
and that of the enzyme complex which hydrolyses the conjugated 
phenols preexisting in tissue at 2.3. 


3. The distribution of b-N-monoacet ylglucosaminidase 
among bull tissues. 


In hke manners, the hydrolysis of the /-acetylglucosaminide 
by various kinds of bull tissues were examined at pH 3.7. The 
results are listed in table IT. The numbers show that muscle and 
blood contain only traces of the enzyme although the former con- 
tains a large quantity of free phenols preformed. All else except 
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cerebrum, cortex of adrenal and pancreas are rich in this enzyme. 


TABLE II. 


Time of incubation: 1 hour. 


Phenol liberated 
Decrease of 
mh dy + from phenol B-N- : 
Kind of tissue No. acetylglucosaminide eaters 
mg 

Liver 1 1.2624 66.6 
2 1.3788 72.6 

Heart Ht 1.4370 75.6 
2 1.2798 67.3 

Mucosa of the iL 1.2108 63.7 
fourth stomach 2 1.2756 67.1 
Kidney 1 1.1298 59.4 
2 1.2000 63.3 

Thyreoidea i 0.9942 52.2 
2 1.2870 67.7 

Mucosa of small il LOST 55.6 
intestine 2 0.9624 50.6 
Spleen il BB) 59.1 
2 0.9600 50.5 

Lung 1 1.0356 04.5 
2 0.9252, 48.7 

Gl. submaxillaris il 1.1424 60.1 
2 1.0320 54.3 

Ovary 1 WAS 32 60.7 
2 0.8760 46.1 

Gl. parotis 1 0.7932 41.7 
2 0.8676 45.6 

Cerebrum i 0.5076 26.7 
2 0.5232 57.9 

Cortex of adrenal il 0.4056 21.5 
2) 0.5568 29.3 

Pancreas 0.2328 1252 
2 0.2232 Uae 

Skelet muscle TL 0.1068 5.6 
2 0.0960 5.0 

Blood 1 0.0672 3.5 
i 0.0282 1.4 


The writer desires to acknowledge his obligations to the 
Foundation for Promotion of Scientific and Industrial Research 
of Japan for a grant toward the eosts of this work. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


XXIII. On Animal 3-N-Monoacetylglucosaminidase. 
Ii. Report: Purification of the Enzyme. 


By 


KUNITICHI WATANABE. 


(From the Medico-chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, August 21, 1936) 


1. Method of Preparation. 

A part of bull liver hash is shaken vigorously on a machine 
with 2 parts of acetic acid solution (100 cc. water plus lee. of 
30% acetic acid, pH: 3.6-3.8*) for 3 hours. At the end of this 
time, the mixture is centrifuged, the supernatant liquor is added 
to, while being shaken, with the double volume of 95% alcohol, 
and the deposit is separated as quickly as possible from the mother 
liquid by both centrifugalization and cumulative pressure between 
sheetings. After retreatment of it with acetic acid similarly to 
above, the extract which is faintly turbid is placed in an ice chest 
for the period of a week. Out of the clear solution obtained by 
filtration, 10 ec. are then mixed with 2 gm. of purified kaolin. pH 
brought to 7.0 with 1m. sodium acetate solution and the volume 
was made up to 12 cc, followed by stirring up for half an hour. 
The supernatant liquid is decanted off and, instead, aqueous buffer 
solution (citrate) of pH 3.6 is added till the end volume reaches 
the foregoing, and hydrogen ion concentration which is shifted 
thereby is adjusted back with a few drops of 2”. HCl. The solu- 
tion of the enzyme which is eluted by agitating the mixture for 
the same duration as before is finally submitted to dialysis for 24 


hours against running aqua destillata cooled with ice. The trans- 


*) When mixed with the tissue pulp, pH is raised to 5. 
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parent yellowish liquor thus attained, behaves to protein colour 
tests as below: 


Biuret reaction ap 
Millons reaction + 
Hopkins-Cole reaction trace 
Lead sulfide reaction ar 
Molisch reaction ar 


2. Yield. 


The yield was measured by caleulating out the number of 
enzyme units per gm. of dry weight. One unit is assumed here 
as the amount of enzyme which is capable of hydrolysing half of 
phenol /-N-monoacetylglucosaminide involved in 50 ce. of 0.01889 
mol solution, in a minute and at 30°C and optimal pH. This con- 
centration of the substrate is one tenth of the molarity chosen by 
Weidenhagen (1929). 


The number of the unit in 1 gm. was calculated by the formula: 


1 
‘“Zeitwert’’ X ¢ 


Enzyme number = 


where g is the dry weight of the enzyme material used for 50 ce. 
of the digestion mixture, and ‘‘Zeitwert’’ 1n2 divided by k, which 


denotes the constant of initial hydrolysis velocity, expressed by 


ines : 


t a-xX 


In an example the yield was 14.21%, computed in the way as 
follows: 
To estimate the activity of the liver hash, which was used as 
the starting material for preparation, the mixture composed of 
Liver pulp 0.25 em, 
Citrate buffer solution (pH 3.8) 4 ee. 


Phenol 6-N-acetylglucosaminide solution (1.0318%) 4 ce, 
and water ad 10 ¢e. 


was digested with two drops of toluene, and liberated phenol was 
estimated on the diluted and deproteinized solution as already 


described (Watanabe 1936). k was 0.00318 


im averages. 
(Table I). 
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TABLE I. 


Digestion temperature: 30°C. 


| 
Duration of 


snenbetion Phenol liberated | hia ares degree es Paros 
min. ei eas 
a | = = = es = =e a aS —- = 
10 0.4220 3.23 0.00329 
20 | 0.7770 | 5.89 | 0.00304 
30 1.1980 | 9.17 | 0.00321 
| 0.00318 
| (mean) 


From 5gm. of the lver pulp, there remained 1.4162 gm. of 
substance, when evaporated at first on bath and dried finally con- 
stant in vacuo over P2O;. Hence 


Enzyme number = Z = 0.02993 
pe x 1.416 x a 
k 5 


As to the purified enzyme solution, the numerical value of & 
was 0.00180. The enzyme was allowed to catalyse the hydrolysis 
by taking 1 ce. of the dialysed solution in place of 0.25 gm. of the 
liver hash in the above composition. 


TABLE IT. 


Digestion temperature: 30°C, 


Duca of Decrease of the 

eee 3 Phenol] liberated N-monoacetyl- aed, a 
incubation Niiosa minis k = —In — 
5 me glucosaminide Giese 

min. % 

10 0.2160 1.65 0.00166 

20 0.4660 3.56 0.00181 

30 0.7400 5.66 0.00194 

| 0,00180 

(mean) 


Since 100 ec. of the enzyme solution contained 1.69071 gm. of 


dry substance, enzyme number was 0.70737 (= 5 : 5 ) 
x 1.69071 x — 
100 


\ 
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b) 


a E : Ae 0.70737 
Therefore, the enzyme was purified 24 times Gacy 
as 1500 em. liver tissue gave 151 ce. of the final solution, the yield 
was 

1.691 x 1.51 x 0.7074 


1.416 x ne x 0.02993 


— 14.21% 


3. Stability of the enzyme in solution at pH 3.6. 

A solution of the enzyme eluted from kaolin was stored without 
dialysis in an ice chest (3-5°C) and the enzymic activity was 
determined at intervals by digesting, with 4 ce. of it, 20.636 mg 
of the acetylglucosaminide dissolved in 2 ec. of water. The enzyme 
solution was adjusted to pH 3.8 by means of a minute quantity of 
2n HCl, in advance of use and hydrolysis was measured by the 
amount of liberated phenol as before. As is seen in table III, no 
decrease of the enzyme activity was observed so long as it was 
examined (1144 months). 


TABLESIIT. 
Time of incubation: 1 hour. 


Temperature: 38°C, 


Phengiosenmerce Decrease of the N-mono- 


Days of storage acetylglucosaminide 
mg Jo 
0 3,6732 56.25 
5 3,6828 56.40 
9 3,6828 56.40 
13 3,7020 | 56.69 
17 | 3,7032 | 56.71 
21 | 3,6828 56.40 
Oo | 83,6732 56.25 
29 | 3,6540 | 55.96 
32 | 3,6540 | 55.96 
36 | 83,6732 56.28 
40 | 3,6732 | 56.25 


46 3,6540 


55.96 
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4. Extractibility of the enzyme. 


From the tissue pulp and also from the alcoholic precipitate, 
more enzyme is extracted by acetic acid (pH 5) than by water, 
glycerol or NaOH (pH 8.5). In table IV are listed examples, 
where two parts of lquids were employed to each part of the 
enzyme materials and, in cases of acetic acid and NaOH, a few 
drops of the more concentrated acid (30%) or alkali (80%) were 
added in addition, because pH of the extraction liquors were moved 
by the enzyme material. The mixtures were shaken violently for 
3 hours with toluene (0.5 cc. to 10 cc. of the former) and the 
enzymic power of the extracts was determined in the way like 
above. The digestion mixture was made by mixing the following 


components. 
Liver pulp 0.5 gm. 
or neutralized extract* 1.5 ce. in case of extract from 


tissue 
3 cc. in ease of extract from 
alcoholic precipitate 
citrate buffer solution (pH 3.7) 2 ce. 
phenol B-N-acetylglucosaminide 
solution containing 6 mg. in 


Ce Ice. 
water ad 6 e¢. 
toluene 1 drop. 


Control experiments were carried out, as in the preceding, by 
replacing the substrate solution with water. (Table IV). 


TABLE LV. 


Incubation time: 2 hours. Temperature: 38°C. 


regenera «| Peres: ot aon 
liquor mg %o 

Bull liver 1.1628 61.22 

Acetie acid 0.9576 50.41 

Water 0.8784 46,24 

Glycerol 0.6792 BOLD 

Alkali 0.6816 35.88 


the extract was neutralized with a little 30% NaOH or 30% acetic acid. 
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b. Example of extraction from alcoholic precipitate. 


acetic acid | 0.3488 18 36 
Water 0.2892 15.22 
Alkali 0.2262 11.90 


5. Precipitability of the enzyme from acetic acid solution. 


The tissue extract in acetic acid was treated with a multiple of 
95% aleohol, and the deposit was separated quickly from the mother 
liquor as described in Section 1. The bulk thus precipitated from 
30 ce. of the extract were then divided into four equal fractions to 
determine the hydrolysis power, using two of them for the main 
experiment, and the remaining for the control. Incubation was 
performed under conditions similar to before, save that one fraction 
of the above precipitate was employed instead of 0.5 gm. of tissue 
pulp. The figures in Table V prove that the double volume of 
aleohol yields best. 


TABLE V. 
Baste pmalcohol Phenol set free from Decrease of 
substrate substrate 
added 
mg % 

2 1.1484 60.4 
3 1.0608 55.8 
af 1.0584 SNP 
5 0.9396 49.3 
6 0.8484 44.7 
7 0.7956 41.9 

REMARKS. 


1. On precipitation twice with alcohol, the enzyme was 
markedly inactivated. Further purification in this way is, there- 
fore, not desirable. 

2. The enzymic activity was reduced nearly to a half when 
the aleohole deposit was dried up in vacuo over P2O; for 36 hours. 

3. Trials were made also with acetone. But the hydrolysis 
power of the precipitate was not exactly evaluated by phenol 
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analysis, because the precipitant remaining in it gave an intensive 
Theis and Benedict reaction. 


6. Adsorption of the enzyme to kaolin and its elution. 


10 ee. of the enzyme solution at the stage of the second extrac- 
tion were made up to 12 ce. with water after its pH had been 
changed to 2.0, 3.6, 4.6, 5.5, 6.8, 8.0 or 9.0 by use of an acid or an 
alkali (0.1 and 2n HCl, 1n acetie acid, 0.5 n NasCOs, 0.5 n sodium 
acetate or 2n NaOH) and agitated with 2m. of purified kaolin 
for half an hour, followed by centrifugalization. 5 ec. of the 
supernatant liquor were then adjusted to pH 7 by means of acid 
or alkah enumerated, and let digest phenol /-N-acetylglucosaminide 
for 2 hours at 38°C, after being mixed with 4 ee. of the buffer 
solution (pH 3.7), 2 ce. of the substarte solution containing 6 mg 
in lee. and water which was added up to°12 ee. Asepsis was 
maintained with a drop of toluene as usual. The hydrolysis power 
of the enzyme solution which had not been treated with kaolin was 
examined in parallel, as a control test, in the similar way. 


TABLE VI. 
: = sae: : oe Decrease of phenol B- 
ye ot aes paste ty | Phenol set free Romonnacaiyicincosaminide 
o kaolin was examined me % 
2.0 0.03744 0.98 
3.6 1.74528 45.94 
4.6 0.49728 13.0 
55 0.27840 | 0.73 
6.8 0.01824 0.48 
8.0 0.01056 | 0.27 
6.0 0.00864 0.22 
Control exp.: 1.85184 | 48.78 


As is seen in table VI, the enzyme appears to remain mostly 
in solution at pH 3.6 and to be adsorbed more and more towards 
more alkaline and acid sides of it. 

The writer next tried to recover the enzyme from kaolin by 
means of the buffer solution of pH 3.6, taking the enzyme solutions 
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from one and the same stock as was just done. Kaolin was treated 
at pH 2.0, 7.0, 8.0 or 9.0 and the supernatant liquor after centri- 
fugalization was replaced by a nearly equal volume of a butter 
solution at pH 3.8, then pH made to 3.6 with acid or alkali and 
agitated for 30 minutes after water had been added to the mixture 
up to the prior volume. The degree of hydrolysis by the eluate 
was examined as above. 


TaBLe VII. 
pH of the mixture Amount of liberated pti Cat 
jhe ae tees was Phone glucosaminide 
adsorbed ; - mg ee Sp 

2.0 0.0278 0.73 

i 1.5811 | ae 

oe 0.1882 ae 

9.0 0.0 0.0 


The results are seen in table VII. 

When the enzyme solution was exposed to pH 10 for 1 hour, 
the enzyme was inactivated to a remarkable extent. Hence the 
cause for the less activities of the eluates which were obtained from 
the at pH 8.0 and 9.0 treated kaolin may be sought to the destrue- 
tion of the enzyme. 

As pH 7 was thus proved most appropriate for the aim in 
view, the experiment was supplemented by verifying whether 3.6 
is the optimum for recovery or not, by changing pH of the eluting 
agent, starting with adsorption at pH 7. (Table VIII). 


TABLE VIII. 


pH where enzyme Liberated phenol eres of 
was eluted substrate 
mg % 
3.0 0.0067 0.17 
3.6 1.6358 43.1 
4.0 0.7853 20.7 
4.5 0.6192 16.3 
5.0 0.0998 26 
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The enzyme solutoin used was taken from the same stock as in 
the prior experiment. 


SUMMARY. 

A preparation method of $-N-monoacetylglucosaminidase, the 
several conditioning factors therein and thestability of the enzyme 
were described. 

Thanks are due to the Foundation for Promotion of Scientific 
and Industrial Research of Japan for grants which have defrayed 
a part of the cost of this investigation. 
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Using the purified enzyme (Watanabe, 1936,1), studies were 
devoted to see the effect of hydrogen ion concentration on the 
activity, the chemical kinetics and the specifity of its reaction, 
which will be described in detail in the following. 


1. Optimal pH for the enzyme activity. 

The enzyme solution dialysed was let hydrolyse phenol [-N- 
acetylglucosaminide at various pH under like conditions as in the 
study on tissue pulp (Watanabe, 1936, 11), namely, the solution 
composed of 


Enzyme solution nce 
Citrate buffer solution 2 cc. 
Substrate solution containing 10.3818 mg. in 1 cc. InGCs 
and toluene 1 drop 
TABLE I, 
pH of incubation Increase of phenol Decrease of substrate 

mixture mg. To 
2.4 1.6670 51.0 
3.0 2.5512 78.0 
3.6 2.7154 83.1 
3.8 2.8133 86.1 
4.1 2.8133 86.1 
4.5 21672 84.7 
4.6 2.5012 78.1 
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was digested at 38° for 1 hour and the liberated phenol” was 
estimated. 

According to the figures obtained (Table I), the optimal pH 
lies between 3.8 and 4.1. No shift of it is caused therefore by 
purification. (refer to the preliminary report, Watanabe 1936, 11) 


2. Kinetics. 
The experiment was carried out by joining together the follow- 
ing solutions, which had each been just warmed to 35°C: 


Enzyme solution SiGCs 
Citrate buffer solution (pH 3.8) PACes 
Phenol B-N-acetylglucosaminide solution 

containing 10.318 mg in 1 ce. Recs 


1 drop toluene was added as usual. The concentration of the 
substrate in the above mixture is 


0.1889 . 1 _ 9 09579 m. 
4 6 
TAB GR I, 


Temperature of incubation: 35°C. 


; Decrease of phenol- 
Time of | Phenol , ; , 
incubation| freed Pe k-10*= x Paige CEs es ) 
‘ glucosaminide Rh ne x10 
min, mg. % 
30 0.8126 25.0 95.9 112.0 
60 1.3392 41.2 88.5 106.4 
120 2.064 63.2 E ‘ 
0 80.8 106.6 107.0 
180 2.4288 74.3 69.9 104.6 | (mean) 
240 2.6016 79.6 67.0 100.0 
360 2.8128 86.1 54.8 112.1 
600 2.8377 87.3 34.4 94.1 


At 35°C and pH 3.8, the enzyme retains its activity perfectly at least for 
10 hours. 


As is seen from numbers in the accompanying table, the re- 
action does not proceed monomolecularly but the hydrolysis stops 


Phenol analysis was made as in the preceding report. 
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at equilibrium with the opposing reaction. Consequently, the 
writer attempted to ecaleulate out kyKy,+hk2Ky,’ in the manners as 
below: 

If the velocity constants of hydrolysis and synthesis are ex- 
pressed by ky; and ko, affinity constants of phenol /-N-monoacetyl- 
glucosaminide and of 6-N-monoacetylglucosamine by Ky and Ky,’ 
respectively, the total velocity of the simultaneous reactions is 

2 —hiKy(a1—2)—koK y'(a2+2). (1) 
where a; is the initial concentration of the glucoside and az that 
of the acetylaminosugar. 

By rearrangement of terms and integration, we obtain, 


: {In[ kK y,d1—koK ya2|— In [ki K yai— kK a2] 


= e(kyK y+ kek y)} =hyKy4+ ke2K,/. 


or 
ni {in kK 01 —koK' 2 In (BE Be -=)| 
t heyy + hoK yf kK y+ hoKy/ / 
— Jets ee Ge (2) 
At equilibrium, from 1) 
“ — kK y(a1— L) — kok y/(ae+ x) — 0 
dt 
therefore, 
We Ay Ky (2+) (3) 


ke ~ Ky(a1—2x) 
where A denotes equilibrium constant. 
Substituting 3) in 2), we get the expression 


1 In KK Gy — Koy Oo 
t KK ya1—Ky(a2—(KK y+ Ky )x 


in which the quantities on the left side can be determined experi- 


mentally. 
Furthermore, when C is divided by he 


ky r , rE} 
SiGe Is See 
I ut Ay i 


2 12 


a 


=I K y+ kek y/(= C) (4) 


318 | Kk. Watanabe: 


Pes aes 


Thus ke and accordingly k, also ean be calculated out. 


bo 


Computation of Ay and K3,’ 


K,, and K,,’, the reversals of the affinity constants were cal- 
culated out from the degrees of initial hydrolysis which proceeded 
under the following conditions. 

The incubation mixtures were prepared with 1 ec. of a buffered 
enzyme solution (pH 3.8), 0.5-9 cee. of the phenol /-N-acetyl- 
elucosaminide solution containing 10.318 mg in lec. and water 
which was added till the total volume reached 10 ce. 

Incubation was begun with mixing the enzyme solution and 
the requisite diluted substrate solution together, both in advance 
warmed to just the digestion temperature, and was stopped at 
definite intervals by pipetting out 2 ce. of the mixture in 18 ce. 
of an ice cooled trichlopacetic acid solution (70/18%). 

In example 2 (Table IV and Fig. 2) the enzyme solution was 
taken from the same stock as in example 1 (Table III and Fig. 1), 
but was diluted twice with the buffer solution. Asepsis was held 


Tapur IIT. 
Incubation temperature: 35°C. 


Cone. of ae 1 a 
Volume |substrate | y 5 eee! og i-10* = —In ——-104 
of in ineub. | os 3 hee ane Ss PD 
Substrate} mixture | 352] SHS | Saw eX k.10* 
solution (c) yi | ee Se 
ce. (gm. in A a ee mean 
100 ee.) 
) 0.9286 20 0.890 3.03 15,48 14.33 
8 0.8254 20 0.878 3.36 17.04 14.06 
6 0 6191 10 0.488 2.49 25.33 
20 0.760 3.87 19.80 22.07 13.98 
4 0.4127 10 0.890 2.98 30.16 
20 0.706 5.40 27.87 29.02 11.98 
2 0.2064 5 0.150 2.50 50.65 
20 0.576 8.80 46.05 48.35 9.98 
0.5 | 0.0516 | 10 | 0198 | 78 81.28 
20 0.218 13:3 71.39 76.34 3.94 
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pIsooNT 96 
S 
(e) 


S040 60 80 100 120 140 
Cx als 

K,, = 0.95297 = 0.003189 

as usual by means of a drop of toluene. 

According to Michaelis and Miss Menton (1913), all the 
enzyme present is deemed combined with the substrate at the 
maximal values of the product k.c. (14.0/10* and 6.5/10* respec- 
tively in the present examples) and the molarities of the substrate 
at half the maximal values are k,, which were 0.003189 and 
0.002861. The mean valus is 0.0030. The affinity constant of the 
elucoside Ay, is, therefore, 333(—1/0.003). 

Ky,’ was computed by the formula of Kuler from the figures 
obtained by the subsequent experiment and the above numerical 
values of K,, as well. 

For the present purpose, two mixtures were preliminarily 
digested in parallel, one of which (solution a) was composed of 

Buffered enzyme solution (pH 3.8) 3. GC. 
Substrate solution containing 10.318 mg in 1 ce. BAe 


and the other (solution b), of the enzyme solution, which was taken 
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TaBLE LY. 
Incubation temperature: 35°C. 


wal Cone. of io * 
olume | substrate 5 as) Pe) k 10( =m - -10*) 
of in ineub. ee fo | Sooo, 2 / x mene 
substrate mixture = 2 ‘s s a g - D S mo 
solution (c) a Ss a8 oe = 
ce. (gm. in A iz aie ean 
100 ee.) 
9 0.9286 10 0.220 0.74 7.37 
2 0.380 1.29 6.56 
30 0.654 2.22 7.45 fei 6.61 
8 0.8254 10 0.168 0.64 6.45 
20 0.344 1.32 6.91 
30 0.680 2.60 8.75 7.37 6.08 
6 0.6191 10 0.224 1.14 11.28 
20 0.390 1.99 10.13 
30 0.670 3,42 11.59 11.00 6.81 
4 0.4127 10 0.146 Heil 11.05 
20 0.440 3.36 17.04 
30 0.558 4.27 14,59 14.23 5.87 
2 0.2064 10 0.176 2.69 27.41 
20 0.272 4.16 21.19 
30 0.570 8.72 30.40 26.33 5.43 
0.5 0.0516 10 0.080 4,90 50.21 
20 0.150 9.18 48.13 
30 0.212 12.98 46.37 48 24 2.49 


out of the same stock and identically buffered, and water in similar 
quantitative relations. The temperature of the thermostat was 
maintained at 35°C and the digestion was stopped after the lapse 
of 10 hours, by the end of that time the cleavage of the acetyl- 
elucosaminide comes to a stand-still. 

Out of both a and b solutions, 4 ¢c. were then taken out and 
mixed with 6 cc. of the respective solutions at 35°C which contained 
6.3825 mg and 10.318 mg of the substrate, so as its total quantities 
in the new mixtures (solutions A and B) are equal in amount to 
each other. These were kept still further in the thermostat and in- 
creases of free phenols at the 10th and 20th minutes were examined. 

Since the cleavage had taken place in mixture a by 87.1%, 
mixture A contained 13.376 mg [=30.954 0.871 (fraction cleft) 
x 4/6 X 221/297] of free N-acetylglucosamine at the outset of incu- 
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ptisoonypy 9%" 


Incubation temperature: 35°C, 


0.0 a0 


4.0 


ext, LOZ 
EG, = 0.85297 = 0.002861 


6.0 


TABLE V. 


8.0 10.0 
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SE Cone. of Time of |Liberatea| Decrease s 
oS substrate ineubation| phenol PAIEDE Bl0¢( = Eo ee 10") 
As glucoside 1 = 
id n. min. mg. % 
1 202 293.4 
0.00347 n. ee 
B | phenol B-N-mono- GPE eal 
acetylglucosaminide 10 0.438 13.4 143.9 
20 0.615 18.8 104.1 
0.00347 n. phenol B- aL 1.4 140.5 
N-monoacetylglucos- (by extra- 
aminide + polation) 
A | 0.00605 n. B-N- 
acetylglucosamine* 19 0.320 9.8 103,2 
20 0.448 13.7 73.9 


% 


All of N-acetylglucosamine, liberated 


assumed as remaining as the #-isomey. 


by the enzyme in solution a, is 
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bation. 

As table V shows, extrapolation gave vo:v=1.59. vo is the 
initial velocity in the mixture with the glucoside alone and v that 
when the cleavage product was present besides. 

Thus by calculating according to the Euler’s formula (1925) : 


Ge 
(M+K,)(“2 1) 
Uv 


Kn = 


where 
G=cone. of sugar 
M=cone. of glucoside, 
we obtain 
aa 0.00605 x 0.003 


a2 — 0.0048 
(0.00347 x 0.003)(1.59 — 1) 


Hence 
Oy ae DOS 
0.0048 
Calculation of equilibrium constant A at 35°C from 
equation 3) 
By substituting in equation 3) the values of Ay, and Aj,’ and 
of x at equilibrium attained by extrapolation (table IT), it follows 
that 


ge 208 x 0.00507 Pe 
333 x (0.00579 — 0.00507) 

From A, Ky, and Kj,’ which have been thus evaluated and x 
experimentally determined, the numbers in the 5th column of 
table II were calculated out by equation 4). It is seen that they 
agree well with one another within experimental errors. 


Energy of activation. 


Q was computed out by the Arrhenius’ formula: 


O(T2—Ty) 
LQ — ky @ R.T).72 


Hxample 1. 


The enzyme solution was taken from the same stock as in the 
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example given in table Il and the experiments were performed in 
similar manners at every 5 degrees. The number of minutes at 
5% hydrolysis was found out from the results by extrapolation in 
order to evaluate k {=1/t In(a/a—z) }. 

The data are listed in table VI. 

The degree of molecular fission arrived at 5% after 9.5, 6.7, 
5.0 and 3.5 minutes at 25, 30, 35 and 40°C and the values of 
k .10* {=1/t In(a/a—zx). 10*} were 54.1, 76.6, 102.7 and 146.7 re- 
spectively. ; 

Example 2. 

Enzyme solution was prepared with another material from 
that utilized in example 1. Experimental conditions were entirely 
identical with the above. (table VII). 

The mean values of Q between 25° and 40° numbered 34452. 
At 45° and 50°C the enzyme was inactivated soon, and in example 
1 the hydrolysis almost stopped after 2 hours from the commence- 
ment of digestion, and in 2, the reaction velocity lowered markedly. 

Optimal temperature is therefore 40°C or lies near it. At 
this temperature no decomposition of the enzyme took place at all 
during 6 hours of digestion. 


3. Specifity. 

Emulsin is hardly capable of hydrolysing phenol-/-gluco- 
saminide. The test on this point with the present enzyme is 
desirable. For this purpose, the writer tried but in vain to pre- 
pare this substance, attempting inoculation in the course of pre- 
paration by means of the specimen which had been kindly sent by 
Professor B. Helferich to Prof. H. Masamune. Probably the 
failure was due to the moisture which adhered to the agents while 
introducing them in the apparatus because the preparation was 
tried during the rainy season. The effect of /-glucosamine on the 
hydrolysis of phenol /-N-acetylglucosaminide was thus undertaken 
to see. If the enzyme were to behave toward (-glucosaminides as 
toward f-acetylglucosaminides, {-glucosamine would combine the 
enzyme and depress disintegration of the latter, whereas, as is de- 
monstrated in table VIII, no such influence was detected. 
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TABLE VI. 
Temperature Time of Degree of 1 re < 
of incubation ineubatoin cleavage k0'( = —In ag HO Q 
“4G, min. % US irs 
25 9.5 5.0 54.1 5 
(by extra- 
polation ) 
30 25.0 
60 26.5 
120 44,4 r33540 
180 56.7 
240 66.0 
360 76.0 
30 6.7 5.0 76.6 5 
(by extra- ) 
polation ) 
20.0 
60 35.1 
120 55.7 734920 
180 69.0 
240 7.2 
360 86.1 
35 5.0 5.0 102.7 
(by extra- 
polation ) | 
Confer table II. 35370 
40 3.5 5.0 146.7 J 
(by extra- 
polation) 
30 Bee 
60 51.4 
126 68.3 
180 78.3 
240 83.0 
360 86.2 
45 30 34.3 
60 51.0 
120 73.7 
180 74.3 
240 75.2 
360 75.8 
50 30 31.0 
60 46.5 
120 70.9 
180 LANA 
240 72.6 
360 ioe 
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TABLE VII. 
Temperature Time of Degree of 1 
of ineubation incubation cleavage b10'(=4n 4104) Q 
“10. min. % aS la 
25 10.5 (by extra- 5.0 48.8 > 
polation) 
30 13.5 
60 24.1 
9 ) 
ee oR 732880 
240 60.7 
360 70.6 
30 7.0 (by extra- 5.0 73.5 4 
polation ) ] 
30 17.8 
60 31.8 
120 49.8 mae 
180 61.8 peo) 
240 69.9 
360 EE 
35 5.3 (by extra- 5,0 97.0 
polation ) 
3 23.3 
60 38.2 
180 oT 34950 
240 73.5 
360 79.4 
40) 3.5 (by extra- 5,0 146.6 
polation) 
30 32.9 
60 51.4 
120 68.5 
180 77.0 
240 81.6 
360 84.8 
45 30 28.1 
60 44,0 
120 61,5 
180 70.6 
240 747 
360 78.1 
50 30 10.7 
60 20.0 
120 34.6 
180 46.1 
240 54,1 
360 61.5 
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(es) 


TABLE VIII. 
Composition of incubation mixtures: 
Mixture A Mixture B 


Buffered enzyme solution (pH 3.8) 4 ce. 55 
Phenol B-N-acetylglucosaminide solution 

containing 10.318 mg. in 1 ce. Uae + 
B-Glucosamine solution containing 10.815 mg. 

ihn ACOs 0 kee: 
Water ad 10 ec. As 
Toluene 1 drop ns 


Incubation at 35°C. 


rye Decrease of phenol B-N- 
Time of Phenol liberated acetylglucosaminide 
; : mg 
incubation = %o 
min, 
Mixt. A. Mixt. B. Mixt. A. Mixt. B. 
10 0.1560 0.1540 4.77 4.71 
20 0.2720 0.2720 8.33 8.27 
30 0.3640 0.3620 aa iale! 11.08 
SUMMARY. 


1. The optimal pH for action of animal /-N-acetylgluco- 
saminidase lies between 3.8 and 4.1. It is not shifted by purifica- 
tion of the enzyme. 

2. kyKy+keKk,’ of the reaction is constant throughout the 
whole stages. The monomolecular formula does not hold. 

K, Ky and Ky’ at 35°C and Q were 4.398, 333, 208 and 34452. 
The optimal temperature is 40°C or adjacent to it. 

3. The present enzyme is, in all probability, not able to 
attack /-glucosaminides. 

The author wishes to express acknowledgement to the Founda- 
tion for Promotion of Scientific and Inustrial Research of Japan 
for a grant toward the expenses of this work. 
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UBER XY LENOL-$-d-GLUCOSIDE. 
VON 


TORAO KITASATO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultét Niigata. 
Vorstand: Prof. Dr. N. Ariyama.) 


(Eingegangen am 22. August 1936) 


Der Einfluss der Struktur des Aglucons der /-Glucoside auf 
die Wirkung des Emulsins wurde schon von Emil Fischer (1919) 
untersucht. Vor kurzem haben Helferich und seine Mitarbeiter (1934 
u. 1935) gezeigt, dass die fermentative Spaltbarkeit von Phenol- 
f-d-glucosiden durch Substitution im Benzolkern beeinflusst wird. 

Um nun tiber den Zusammenhang zwischen Konstitution des 
Aglucons und der Spaltbarkeit weitere Aufschliisse zu erlangen, 
hat der Autor die /-d-Glucoside der simtlichen isomeren Xylenole 
synthetisiert und mit den Phenol- und Kresolglucosiden zusammen 
die Hydrolysengeschwindigkeit derselben untersucht. 

Zunichst wurde die Saurehydrolyse gepriift. Die Xylenol- 
elucoside sind der Leichtigkeit nach in der Reihenfolge von VM; 
AO; AM, SM; PX; VO spaltbar (siehe Tabelle I). Beobachtet 
man eleichzeitig die Zerlegbarkeit der Phenol-, Kresol- und Xylenol- 
glucoside, so erhalt man die Reihe wie folet: VM; AO; PK; AM, 
Sa Px oMK VO, PH OK. 

Bei der Saurehydrolyse waren die Spaltbarkeitsunterschiede 
allerdings sehr gering. 

Bei der fermentativen Spaltung ist die Reihenfolge ganz 
anders, nimlich : 

Xylenolglucoside: VO;PX;SM, AM; AO; VM und 

Phenol-, Kresol- und Xylenolglucoside: Olk; VO; PX; SM, 
AM Mice AO: PH PK: VM. 

Man kann hieraus nun den Schluss ziehen, dass die Spaltungs- 
geschwindigkeit der Kresol- und Xylenolglucoside in jeder Gruppe 
fiir sich bei Siure- und Fermentspaltung eine umgekelirte ist. 
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TABELLE I, 
ier Fermentative 
Saurespaltung enakene 
Formel u. cS i Gs 
B-d-Glucoside Abktirzung ape Kes pS 
von: G = Glucoserest Gao | eS) | ae an in | 3-7 | x40! 
M = CH Min. | Sy | 2°) Min.| Se 
oN bh f SF bh 
Tien oe Xv lene! oe, 660 | 41.8} 3.6| 60] 67.3 | 80.9 
M M 
M 
of 0| 55.2 | 58,1 
re a G-o¢ Px 660 | 48.11 3.7] 6d | 55.9 | 58, 
M 
60 | 33.3 | 29.3 
asym. m- oC AM ALY | 660 | 42.9: 3.8 | 190 \0614 | 345 
: N 240 | 89.5 | 40.8 
yo 60 | 42.1 | 39.6 
mie G-0¢ SM 660 | 43.9] 3.8] 120] 64.9) 37.9 
eae a a 240 | 84.2 | 33.4 
Ee 
asym. 0- ,, Cea ieimi cena) ek) Gul SS |. OG 
M 
M 
vie) me a G-o¢ VM > 660 | 96.3| 217| 60] oO 0 
M 
sree 
Kees ONO 660 | 40.0] 3.4] 60| 80.0 116.8 
M 
Base 
‘ti 7 SOUS 660 | 421 | 3.6] 601 14.01 10.9 
M 
p- . GOK PK >M 660 | 45.6| 4.0] 601 3.7| 27 
Phenol G-0¢ PH 660 | 41:8| 36| 60) 55! 44 


Helferich (l.e.) hat gezeigt, dass die Hinfiithrung einer CHs- 
Gruppe in Phenol--d-glucosid in meta-Stellung (m-Kresolglucosid ) 
die fermentative Spaltbarkeit des Phenolglucosids etwas verstirkt 
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und in ortho noch starker fordernd wirkt, dagegen aber in para 
hemmt. Diese Regelmassigkeit konnte ich auch bei Xylenolgluco- 
siden bestiatigen. 

Abgesehen vom vic. m-Xylenolglucosid (s. unten) wurden die 
Xylenolglucoside, die in ortho-Stellung CH3-Gruppe _ besitzen, 
schneller gespalten als diejenigen, die CH3 in meta-Stellung. Unter 
den ortho-methylierten Xylenolglucosiden wurde vic. o-Xylenol- 
glucosid, welches die zweite CH3-Gruppe in meta besitzt, schneller 
als das ortho-und para-methylierte Glucosid (AM) gespalten; und 
PX stand in der Mitte. 


G0 SM» G-0C AO YM 
" M 


SM wurde schneller als AO gespalten, da SM das in m, m/’-, 
und AO das in m, p-Stellungen methylierte Glucosid ist. 

Eine merkwiirdige Tendenz zeigte VM; seiner Konstitution 
nach koénnte man wohl denken, dass es durch Ferment am schnell- 
sten gespalten wtirde. Dies war aber nicht der Fall, denn sowohl 
durch Emulsin als auch durch Hefe-maltase wurde eg _ nicht 
gespalten. Helferich zeigte an zwei Beispielen, nimlich bei AM 
und VM, die fermentative Spaltung des Xylenolglucosids. Nach 
seiner Feststellung ist die Spaltbarkeit des AM groésser als die von 
PK, da AM ein ortho-methyliertes PK ist; dagegen ist aber die 
Spaltbarkeit von VM kleiner als die von PK, trotzdem VM ein a, 
o’-methyliertes PH ist. Bei meinem Experimente konnte ich die 
Spaltung des VM durch Emulsin kaum beobachten, was vielleicht 
dadurch verursacht war, dass ich Emulsin ohne weitere Reinigung 
anwandte. 


EXPERIMENTELLER TEIN. 


Darstellung von Xylenolglucosiden. 


Von den zur Synthese der Glucoside verwendeten Xylenolen 
waren kauflich: asym. m-Xylenol, asym. o-Xylenol und p-Xylenol. 
Die anderen wurden synthetisiert und zwar sym. m-Xylenol nach 
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Knoevenagel (1894), vic. m-Xylenol nach Bamberger (1903) 
und vic. o-Xylenol aus 3-Nitro-o-xylol [Crossley u. Renouf 
(1909) ] iiber vic. o-Xylidin und Diazoniumsalz. Die Xylenole 
wurden durch Umkrystallisation bzw. Destillation gereinigt. 

Um eine gute Ausbeute zu erreichen, habe ich die Glucoside 
direkt aus Xylenolen und Acetobromglucose dargestellt. 

Je 1 Mol von Xylenol und Acetobromglucose wurden in der 
Kalte in alkoholischer Kalilauge, die 1 Mol KOH enthielte, 
zusammengebracht, und nach 2-8tigigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur wurde die Flissigkeit filtriert, mit Barytwasser 
behandelt und nach dem WHinleiten der Kohlensaiure filtriert; 
hierbei hellte sich die Fliissigkeit auf, indem durch BaCOs3 die 
Farbstoffe mit niedergeschlagen wurden. Aus dem Filtrat konnte 
man nach dem Hinengen das Glueosid krystallinisch in einer Aus- 
beute von ca. 50% d. Th. gewinnen. 

Die Glucoside wurden aus Wasser, Alkohol oder Essigester 
mehrmals umkrystallisiert. Sie sind weisse Nadeln, die sich 
manchmal sternformig anordneten, oder faserartig krystallisierten 
(sym. m-Xylenolglucosid), und asym. o-Xylenolglucosid schied je 
nach der Konzentration oft gallertartig aus. Sie schmecken stark 
bitter und reduzieren die Fehling’sche Losung nicht. Erhitzt 
man sie mit Mineralsiiuren, so spalten sie sich leicht in d-Glucose 
und die betreffenden Xylenole. Léslichkeit in Wasser: SM sehr 
schwer, VO ziemlich schwer, und die anderen weniger schwer. 
Loshch in warmem Alkohol, sehr schwer loslich in heissem Essig- 
ester, fast unléslich in Benzol und Ather. 


Spaltung durch Saure und Ferment. 


Da die Loslichkeit des sym. m-Xylenolglucosids in Wasser 
ziemlich gering war, wurden alle Versuche in einer Konzentration 
von m/50 durchgefiihrt. Bei dieser Konzentration zeigte die 
Ansatzfltissigkeit nach der vollstindigen Spaltung eine Drehung 
von +0.19° im 1 dm-Rohr. 


1. Sdurehydrolyse. 
Das eingewogene Substrat wurde in warmem Wasser gelost 
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und bei Zimmertemperatur mit einer gewissen Menge Salzsaure 
versetzt und mit Wasser auf m/50 gebracht. Die Losung wurde 
im verschlossenen Reagenzglas im Wasserbade erhitzt und nach der 
bestimmten Zeit im 1 dm-Rohr polarimetrisch untersucht. 


A. 0.02m Substrat in 0.04 n HCl, Temp. 100°. 


TABELLE IIT. 


No in 

x St: ‘ >) a » 
Gln’ 0 1/2 i 11/2 2 3 4 41/2 

coside \. 
a I*| —0.36 | —0.24 | —0.16 | —0.10 | —0.05 | +0.04 | +0.08 | +0.10 
TI* 0 21.8 36.4 47.3 56.4 72.7 80.0 83.6 
ae 1 | —0.36- | =0,26 | —0:20 .| —0.14 | —0.09 | +0:01 | +0.68 | +-0.10 
a 0 182 | 2941 40.0 | “orl 678 | 30.0 | “sxe 
ee I | —0.38 | —0.25 | —0.18 | —012 | —0.06 | +0.03 | +0.10 0.13 
ates ft 0 22,5 35.1 45.6 56.1 71.9 84.2 89.5 
= 1039 a 0.2501 0S) p00 OOOO mEOlOe eeeO I = 
II 0 22.8 35.1 45.6 56.1 70.2 84.2 = 
- rt] —0.38 | —0.93 | —0.14 | —0.07 | —0.02 | +006 | +012 | +015 
Sat 0 263 | 421 | 54.4.1 63.2 77.2 | 87.7 | 93.0 
oe I | —0.88 | —0.24 | —0.15 | —0.08 | —0.02 | +0.05 | +0.12 | +0.14 
Ry TT 0 24.6 41.3 52.6 63.2 75.4 87.7 91.2 
2h T | —0.39 | —0;25 | —0.16 | —0.09 | —0.04 | +0105 | +019 | +05 
ale 0 24,1 43.1 51.7 60.4 75 87.9 93.1 
es I | —0.37 | —0.26 | —0.16 | —0.09 | —0.04 | +0.05 | +0.11 | +0.14 
II 0 19.6 37.5 50.0 58.9 75.0 85.7 91.1 
or I | —0.08.| +0.07 | +0.14 | +0.17 | +0.18 | +0.19 = — 
“Stil 0 55.6 81.5 92.6 96.3 | 100.0 — — 
ss I | —0.39 | —0.25 | —0.17 | —0.12 |.-0.06 | +0.04 | +0,11 | +0.15 
ean E 0 24,1 37.9 46.6 56.9 74.1 86.2 93.1 


* TI: a in Grad, beobachtet im 1 dm-Rohr, II: Zersetzungsgrad in %, 
auch in den nachstehenden Tabellen, 
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B. 0.02m Substrat in 0.032n HCl, Temp. 77°+1°. 
TABELLE IV. 
tin 
Stund. 
Glu ? 0 2 6 11 20 ° 
coside 
ip — 0.36 —janb — 0.22 SONI =i), 
PH 0 0,13 0.04 
II 0 9.1 25.5 41,8 58,2 
I —0.36 —0,31 — 0.2% — 0.1: —0. 
Aue 0.23 0.14 0.04 
IL 0 9.1 23.6 40.0 58,2 
ut —0.38 — 0.33 (52 =; — 0.03 
MEK 3 0,24 0.14 0.0 
Il 0 8.8 24.6 42.1 61.4 
if — 0.38 O30 — 0.22 (0. =E0, 
PK 0.1 £0.00 
IEE 0 12.3 28.1 45.6 66.7 
AO a —0.38 = (0731 —(0.21 = 0.10 + 0.02 
18 0 12.3 29.8 49.1 70.2 
I —0.38 —0.31 — 0,22 —0,13 —0, 
AM A 
II 0 12,3 28.1 43.9 64.9 
I — 0.38 —0.32 —0.22 —0,18 —0.01 
SM 
18L 0 10.5 28.1 43.9 64-9 
ae — 0.36 —0.31 — 0,22 —0.13 —0.01 
vO 
ith 0 9.1 25.5 41.8 63.6 
VM I — 0.08 1,011! +0,10 +0,18 +0.19 
II 0 26.0 66.7 96.3 100.0 
I —0.39 — 0.33 — 0.24 —0.14 —0.02 
PX 
IL 0 10.4 25.9 43.1 63.8 


2. Fermentative Spaltung. 


Als 6-Glucosidase wurde Emulsin von E. Merck benutzt. Die 
Konzentration der Substrate in Ansatzfliissigkeit war 0.02m. Alle 
Versuche wurden bei 30° und pH 5.0 (Acetatpuffer) vorgenommen. 
Nach der bestimmten Zeit wurde ein Teil der Ansatzfliissigkeit 
entnommen, mit festem K,CO, abgestoppt und im 1 dm-Rohr die 
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Drehung gemessen. Die Eigendrehung des Emulsins ist in den 
Zahlen der nachstehenden Tabellen durch Kontrolle beriicksichtigt. 


A. 0.025 m Glucosid gelost in 0.2m Puffer +1/4 Vol. 0.5%ige 
Emulsin in 0.2m Puffer. Als Kontrolle: Substrat + Puffer; Emul- 
sin+ Puffer. 


TABELLE V. 
t in 
Min.| 9 17 33 59 78 98 120 159 
Glu- ‘ 
coside \ : 
at I] —0.36 | —0.34 | —0.33 | —0.32 | —0.32 | —0.30 | —0.29 | —0.29 
IL 0 3.6 4.3 7.3 7.3 10.9 12.7 12.7 
Are I | —0.36 | —0.21 | —0.11 | —0.02 | +0.01 | +0.06 | +0.09 |} +0.11 
Il 0 27.3 45.4 61.8 67.3 76.4 81.8 85.4 
T | —0.38 | —0.85 | —0.34 | —0.31 | —0.30 | —0.28 | —0.27 | —0.25 
MK 
i, © 5 7.0 12.3 14.0 17.5 19.3 22 
a I | —0.38 | —0.37 | —0.36 | —0.35 | —0.35 | —0.34 | —0.34 | —0.33 
at 
it 0 1 3.5 5.3 5.3 7.0 7.0 8.8 
nC I | —0.38 | —0.86 | —0.34 | —0.33 | —0.32 | —0.32 | —0.31 | —0.30 
ie 0 3.5 7.0 8.8 10.5 10.5 12.3 14.0 
hee I | —0.388 | —0.31 | —0.28 | —0.22 | —019 | —Od7 | —0.12 | —0,07 
She 0 12.3 17.5 28.1 29.8 36.8 45.6 54.4 
SH I | —0.39 | —0.83 | —0:30 | —0.25 | —0.22 | —0.18 | —0.14 | —010 
ery 0 10.4 15.5 24,1 29.3 36.2 43.1 50.0 
wah I | —0.37 | —0.28 | —0.15 | —0.09 | —0.05 | 0.00 } +0.07 | +.0.09 
TI 0 16.1 39.3 50.0 66.1 78.6 82.2 
=a I | —0.08 | —0.08 | —0.08 | —0.08 | —0.08 | —0.08 | —0.08 | —0.07 
~~ Tat 0 0 0 0 0 0 0 + 
sal I | —0.39 7 —0.32 | —0.2 —0.16 | —0.12 | —0.09 | —0.06 | —0,01 
int 0 12,1 25.9 34.7 46.6 51.7 56.9 65.5 


a 
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B. 0.025 m Glueosid in H.O + 1/10 Vol. 0.4m Puffer + 3/20 
Vol. 1%ige wiissrige Emulsinlésung. Kontrolle wie bei A. 


TABELLE VI. 


SS = ——= = — ——- 
“~~ tin Min. | 
<< 0 60 120 240 
Glucoside ~~ 
ees | 0,36 —0.33 — 0.28 = 0,22 
i. 0 5.5 14.5 25.5 
I ~0.36 ; 5 . 
= 3 + 0.08 + 0.15 +0.16 
II 80.0 92 94.5 
rf ~0.38 —0.30 — 0.23 Ss 
MK pee 
II 0 14.0 2 49.1 
ae: 0,38 = 0.36 0.33 =0,31 
PK 
IL 0 3.7 8.8 12 
I ~0.38 =e ||). 20508 —~ 0.22 
AO | 
IL 0 8.8 17.6 28.1 
| | = oe 
ened ee —0.19 —0,03 +0.13 
II 0 33.3 61.4 89.5 
eee: —0.38 = Ad —0.01 +0.10 
II 0 42.1 64,9 84.2 
ere 0.36 +0.01 +0.12 40.17 
IL 67.3 87.3 96.4 
E | --0.08 —0.08 —0,08 — (1.08 
VM 
II 0 0 0 0 
ee! —0.39 —0.07 + 0.05 + 0.16 
II 0 55.2 15.9 948 
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UBER DIE WIRKUNG DES HARNS SCHWANGERER 
FRAUEN AUF DIE SAUERSTOFFATMUNG 
DES OVARIUMS. 


VON 


KAN-ICHI KIYOHARA unp SHOZO IZAWA. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Universitat 
zu Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 1. September 1936) 


Uber die Veranderungen verschiedener Organe in der 
Schwangerschaft sind viele Untersuchungen veroffentlicht worden. 
Besonders seitdem Zondek und Aschheim iiber die Wirkung 
des Vorderlappenhormons der Hypophyse in der Schwangerschaft 
auf das Ovarium berichtet haben, wurden die Einfliisse dieses 
Hormons auf Ovarium, Thyreoidea, Hypophyse, Nebenniere n. a. 
von vielen Forschern in verschiedenen Gebieten untersucht. Aber 
die direkte Beobachtung des Stoffwechsels dieser Hormondriisen 
selbst in der Schwangerschaft ist bisher leider wenig erforscht. 
Obwohl die Bestimmung des Stoffwechsels und besonders der 
Gewebsatmung dieser Organe uns interessiert, sind uns doch bis 
jetzt fast keine Berichte zu diesem Thema ausserhalb der Unter- 
suchung von Matsushita und Kido bekannt. Fujita hat 
erstmalig die Gewebsatmung des Ovariums der Maus beobachtet, 
und darnach haben Lipschiitz und Veshnjakov und auch 
Okabe die Sauerstoffatmung des Ovariums erforscht. Dass das 
Ovarium auf das sog. Vorderlappenhormon der Hypophyse, welches 
in der Schwangerschaft sich betrachtlich vermehrt, empfindlich 
reagiert, interessierte uns und regte uns zur Forschung der 
Wirkung des Harns schwangerer Frauen auf die Gewebsatmung 
des Ovariums an. 


VERSUCHSMATERIAL UND METHODIK. 


Als Versuchsobjekt benutzten wir das Ovarium des gesunden, 
weiblichen Meerschweinchens, welches etwa 300g wiegt. Die Her- 
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stellung der Schnitte des Ovariums scheint beim Meerschweinchen 
verhaltnismissig leichter als bei anderen Tieren. 

Das Versuchstier wurde durch Verblutung nach Carotis- 
durchschneidung getétet und die Schnitte des Ovariums, der Leber 
und der Nierenrinde wurden in Ringerlosung hergestellt, darauf 
wurde die Sauerstoffatmung dieser Schnitte bei 38°,5C nach 
Warburg bestimmt. Von der Leber und Nierenrinde wurden 
natiirlich diinnere Schnitte als Grenzschnittdicke nach Warburg 
benutzt. Nach Lipschiitz und Veshnjakov aber wirkt die 
Zerschneidung des Ovariums in sehr diinne Schnitte hemmend auf 
die Gewebsatmung desselben, also wurden etwa 1 mm dicke Schnitte 
benutzt. 

Der zur Injektion benutzte Harn wurde aus einer gesunden 
schwangeren Frau bekommen, 7-8 cem pro kg dem Meerschwein- 
chen intravenos injiziert. Am Anfang dieser Arbeit (Juni) befand 
diese Frau sich im 6. Monat der Schwangerschaft, am Ende 
(September) im 8. Monat. Diese Arbeit wurde in der Sommerzeit 
(Zimmertemperatur etwa 25°C-32°C) ausgefihrt. 


RESULTATE. 


Ovarium. Der Mittelwert der Sauerstoffatmung (Qo.) der 
Ovarien von etwa 300g wiegenden normalen Meerschweinchen 
betragt 3,5 cmm (Tab. Ia), dabei besteht kein Unterschied zwischen 
der lnken und rechten Seite. 2-3 Stunden nach der Injektion 
von Schwangerenurin vermehrt sich die Sauerstoffatmung ziemlich 
deutlich (Tab. IIa). 5 Stunden nach der Harninjektibn betrigt 
die Atmung 5,8cmm (Tab. IIIa), also ist die Vermehrung 66%. 
Die Vermehrung ist am deutlichsten 10 Stunden nach der Injektion 
(95%, Tab. IVa), ferner zeigt auch die Sauerstoffatmung 15, 20 
und 25 Stunden nach der Injektion sehr deutliche Vermehrung 
(Tab. Va, Vla, und VIla). Nach 30 Stunden aber vermindert 
sich die Sauerstoffatmung wieder und betragt 5,3 emm(Tab. VIIa), 
doch zeigt sie eine deutliche Vermehrung (53%) im Vergleich mit 
dem Normalwert. 2 Tage nach der Injektion vermindert sich die 
Sauerstoffatmung weiter (Tab. [Xa), sie zeigt nur 27%ige Ver- 
mehrung im Vergleich mit dem Normalwert. Ferner zeigt die 
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Sauerstoffatmung nach 3 Tagen (Tab. Xa), 4 Tagen (Tab. XIa), 
5 Tagen (Tab. XIla), 7 Tagen (Tab. XIIIa) und 10 Tagen (Tab. 
X1IVa) fast gleiche Werte wie nach 2 Tagen, abgesehen von gerin- 
geren Schwankungen. 

Aus obigen Tatsachen ist ersichthch, dass die Sauerstoffatmung 
des Ovariums bereits einige Stunden nach der intravendsen Injek- 
tion von Schwangerenharn eine auffallende Vermehrung zeigt und 
nach 10 bis 25 Stunden am hoéchsten ist, um nach 30 Stunden bis 
2 Tagen sich wieder zu vermindern. Hinsichtlich der makrosko- 
pischen Befunde, namlich der Grosse und Farbe des Ovariums und 
Uterus nach der Injektion von Schwangerenharn konnte fast keine 
merkliche Veranderung bemerkt werden. 

Leber und Nrerenrinde. Die Sauerstoffatmung der Leber nach 
der Injektion weist ganz unregelmassige Schwankungen (Tab. Ib 
bis XIVb) auf, welche 20% kaum iiberschreiten. Hinsichtliche der 
Nierenrinde kann eine leichte Vermehrung nach einigen Stunden 
bis 30 Stunden bemerkt werden, welche aber keineswegs ausgepragt 
ist. Nach 2 Tagen bis 10 Tagen weist die Sauerstoffatmung fast 
gleiche Werte wie die der normalen Nierenrinde auf (Tab. Ie bis 
XIVe). 

Die Obenangegebenen Werte der Sauerstoffatmung des 
Ovariums, der Leber und Nierenrinde koénnen wie die folgende 
Abbildung zeigt graphisch kurz zusammengefasst werden. 


10 20 BO 2 3 4 5 #4 10 
Stunden——_}—_ > Tage 
| 


Namlich, wahrend die Injektion von Schwangerenharn fast 
keinen Einfluss auf die Sauerstoffatmung der Leber und Nieren- 
rinde ausiibt, vermehrt sich die Sauerstoffatmung des Ovariums 
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nach der Injektion deutlich. Diese Tatsachen zeigen, dass der 
Stoffwechsel des Ovariums durch das sog. Vorderlappenhormon 
der Hypophyse im Schwangerenharn auffallend gefordert wird. 
Nach Matsushita und Kido zeigt die Gewebsatmung der Schild- 
driise und Nebenniere in der Schwangerschaft erhebliche Ver- 
mehrung, also kann man vermuten, dass der Stoffwechsel der 
Schilddriise, Nebenniere u.a., welche mit der Keimdriise in innigem 
Zusammenhang stehen, auch durch das Vorderlappenhormon 
oefordert werden kann. Uber das Verhalten dieser inkretorischen 
Driisen wird vom Verfasser spater berichtet werden. 

, Die Injektion von Harn der nicht schwangeren Frau iibt keinen 
Einfluss auf die Sauerstoffatmung des Ovariums, der Leber und 
Nierenrinde aus (Tab. XV und XVI). 


TABELLE J a. 


Qo, des normalen Ovariums. 


Datum Nr. vey Seite aes Beis i peas Ko, Qo, 
er | 2 | so) |G | eres! goo |) oa | ates 
svt | 2] 400 | | @ | gar | eo | oa | Ste 
w/VI | 4 | 350 | | | ge | azo | oar | aso 
2/VE | 9 | 280) T ] & | oar | avo | oa | fz 
s/vE | 11 | 300 | T | & | gor | aso | om | ses 
eee Der aa meme a ie | a8 
VVIES S280 EG oatmeal lees, 
UNE AB 1 7 800 too cae NR sculls) eae me 
28/0 TE | 26 ea | oie ay ee 
Ree Cee eo) vse i aa | ee 
Mittel 3,46 

0,12 


te 3,54£0,13 
1, 3,3720,20 
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TABELLE I b. 
Qo. der normalen Leber. 

Datum | Nr. on ee bees oa ren Ge 
6/VI 1 390 L 6,16 62,0 0,48 4,99 
8/V1 2 400 if 4,59 53,0 0,47 5,42 

15/VI1I 4 350 H 8,60 87,5 0,45 4,58 

25/V1 9 | 280 L 4,11 34,0 0,48 3,97 

29/NI UA: 300 ip 3,34 32,0 0,47 4,50 

30/VI 12 340 L 5,44 59,5 0,48 5,80 
1/VII 13 280 H 7,85 112,5 0,45 6,45 
Dy VALE 15 300 H 4,65 43,0 0,45 4,16 

24/VII 26 430 ies 3,90 32,0 0,46 SH el 

25/VII 27 510 Q 6,56 50,0 0,47 3,58 

Mittel 4,72 
=E0,28 
TABELLE Ic. 
Qo, der normalen Nierenrinde. 

Datum | Nr. vaN ae fee Vaal Eo: on 
6/VI 1 390 it 3,06 119,0 0,47 15,71 
8/VI 2 400 L 3,06 97,5 0,48 15,29 

15/VI A 350 L 6,01 201,5 0,58 16,09 

25/V1I 9 280 I 3,04 102,5 0,47 16,14 

29/VI il 300 L 2,32 68,0 0,48 14,07 

30/VI 12 340 H 2,71 91,0. 0,45 15,11 
1/VIil 133 280 L 3,53 108,0 0,48 14,69 
3/VII 15 300 L 1,91 56,0 0,48 14,07 

24/VII | 26 430 Q 2,03 57,0 0,47 13,19 

25/VII Dl 510 1 3,03 92,5 0,46 14,04 

Mittel 14,84 
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TABELLE I] a. 


Qo, des Ovariums 2-3 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


KEG ; Mano- |Tr. Gew.} Dr. Diff. 
Datum | Nr. (e) Belton eter’ |; Gng)) | GumySt.) Ko, Qo. 
r, I 5,12 BAB 0,47 | 5,00 
AER IRS TNR ap G 4,17 40,5 0,41 | 3,98 
r. Q 2,64 28,0 0,47 | 4,98 
Bey LTA eat eee es P 265 28,0 0,46 | 4,86 
Mittel 4,71 


TABELLE II b. 


Qo. der Leber 2-3 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum" Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
13/VII 22 480 ETI 6,24 58,0 0,45 4,18 
17/VII 24 340 O 5,73 46,0 0,47 Said 
Mittel 3,98 


TABELLE II ¢. 


Qo, der Nierenrinde 2-3 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum | Nr. (g) ave que) Gum /Sts) Ko, Qo, 
13/vir | 22 | 480 L 3,37 109,0 0,48 15,52 
17/VI1 24 340 N 3,65 143,0 0,45 17,63 
Mittel 16,58 


TABELLE II1 a. 


Qo, des Ovariums 5 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. : Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 
Datum | Nr. (z) Seite meee (mg) | (mm/St.) Ko, Qo, 
SY WAUUE || 8X0 350 ie N 2,97 36,5 0,45 5,53 
1. O 2,91 36,5 0,47 5,89 
IY/ALLO, || ass 350 ue N 2235 26,0 0,47 5,20 
il, O 2,62 35,0 0,45 6,01 
20/VIII | 46 310 Ts N 1,92 27,0 0,45 6,32 
1. O 2,07 24,5 0,47 5,56 
Mittel 5,75 
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TABELLE III b. 
Qo, der Leber 5 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Deo a (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo, 

Sy/ AVL 30 350 2,53 21,0 0,46 3,81 
11/VIII 35 350 3,42 27,0 0,47 Syl 
20/VIII 46 310 1 3,66 37,0 0,46 4,65 

Mittel 4,06 


TABELLE IIT ¢. 


Qo, der Nierenrinde 5 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


KG. Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum.) Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qoz 
5/VIII 30 3950 Q 1 al 56,0 0,47 15,39 
11/VIII 35 350 1572 62,0 0,46 16,58 
20/VIII 46 310 Q 3,19 109,0 0,47 16,05 
Mittel 16,01 


TABELLE IV a. 


Qo. des Ovariums 10 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn, 


K.G. : Mano- |Tr. Gew.} Dr. Diff. 

Datum | Nr. Gy Seite | stor Gaei | Gura/St) Ko, Qo, 
11/VIII 36 290 1 N POM 32,5 0,45 6,61 
1. O 2,21 28,0 0,47 5,95 
118/VIII 43 300 1s N 2,73 41,5 0,45 6,84 
iL O 2,31 30,0 0,47 6,10 
9/VIII 44 300 i O 2,71 42,0 0,47 7,28 
1 N 2,80 49,0 0,45 7,87 
21/VIII 48 350 Te O 2,58 36,0 0,47 6,55 
ik; N 2,40 B30 0,45 6,28 
IID 52 280 te N 2,40 36,5 0,45 6,84 
Ts O 2,48 36,5 0,47 6,91 

Mittel 
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TABELLE IV b. 


Qo. der Leber 10 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


Datum | Nx. | %S° | Meter | ng) |@amyst) | Kos | Qoe 
11/VIII 36 290 1e 2,36 23,0 0,46 4,48 
18/VIII 43 300 12 3,72 38,0 0,46 4,69 
19/VIII 4 300 Q 6,38 81,0 0,47 5,96 
21/VIII | 48 350 | | Q 5,16 54,0 0,47 4,91 
1/IX 52 280 1 2,08 23,0 0,46 5,08 


Mittel 5,02 
TABELLE IV e¢. 


Qo. der Nierenrinde 10 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


Datum | Nx | “G)° | meter | mg) |Gmm/St) | Kos | Qo. 
I/WE 36 290 Q 2,62 86,5 0,47 15,51 
18/VIIL 43 300 Q 1,82 68,0 0,47 17,56 
19/VIII 44. 300 12? 2,10 67,5 0,46 ,14,78 
21/VIII 48 350 1 2,71 94,5 0,46 16,04 
1/1X 52 280 Q 1,21 44,5 0,47 17,28 


Mittel 16,23 
TABELLE V a. : 


Qo. des Ovariums 15 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


; K.G. 3 Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 

arc ene (g) Seite | meter (mg) | (mm/St.) Ko, Qo. 
16/VI 5 440 Yr. I 8,31 124,5 0,47 6,89 
ih G 8,88 136,5 || 0,40 6,30 

LOVETT 37 310 Yr O 2,68 39,5 0,47 6,92 
1. N 2,65 41,5 0,45 7,07 

22/VIII | 49 320 Yr. N 4,14 54,5 0,45 5,92 
ib O 3,05 42,5 0,47 6,54 


Mittel 6,60 
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TABELLE V b. 
Qo, der Leber 15 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 

K.G._ | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff 

D : : 
=u Nr (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
16/VI 5 440 L 9,17 94,5 0,48 4,95 
12/VIII 37 310 Q 4,34 39,5 0,47 4,27 
22/VIII 49 320 P 2,43 20,5 0,46 3,88 
Mittel 4,37 


TABELLE Vc. 
Qo, der Nierenrinde 15 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo, 

16/VI 5 440 H 3,13 115,5 0,45 16,61 

12/VIII 37 310 P 1,61 59,5 0,46 17,00 

22/VIIL 49 320 Q 1,48 52,5 0,47 16,67 
Mittel 16,76 


TABELLE VI a. 
Qo. des Ovariums 20 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


_| KG. |o..,. | Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 

Datum Nr. (g) Seite meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo, 
12/VI 3 420 r Ho 8,04 119,5 0,45 6,68 
l G 8,74 138,5 0,41 | 6,49 

18/VII 25 290 r Q 4,24 54,0 0,47 5,98 
l P 4,51 54,5 0,46 5,55 

2/1X 53 270 r ) 2,24 31,0 0,47 6,50 
1. N 1,88 28,0 0,45 6,70 

Mittel 6,32 


TABELLE VI b. 
Qo2 der Leber 20 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


= K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
TVET: es 420 L 5,7d 58,5 0,48 4,88 
18/VILI 25 290 N 6,57 70,5 0,45 4,82 

2/IX 53 270 Q 2,48 23,0 0,47 4,45 

Mittel 4,72 
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TABELLE Ve. 


Qo. der Nierenrinde 20 Stunden nach der Injektion von Schwangernharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum | Nr. (G) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qoz 
12/VI 3 420 I 3,32 108,0 0,47 15,28 
18/VII 25 290 2,86 90,0 0,47 14,79 

2/1X 53 270 0,95 Soro) 0,46 16,22 

Mittel 15,43 


TABELLE VII a. 


Qo. des Ovariums 25 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


A KeGGs é Mano- |Tr. Gew.} Dr. Diff. 
Datum | Nr. (g) Seite moter | Gog) | Gum/ee) Ko, Qo, 
CU AL 16 530 te tak TiAl 104,5 0,45 6,60 
. dle G Aout 127,5 0,41 6,87 
6/VIIT | 31 350 | x. N 3,91 50,5 0,45 | 5,81 
1. O 2,56 35,0 0,47 6,35 
20/VIIL 45 330 ith O 3,30 43,0 0,47 6,12 
1. N 2.49 31,5 0,45 | 5,85 
21/VIII 47 280 ie; N 2,88 42,0 0,45 6,56 
ip O 3,39 49,5 0,47 | 6,86 
Mittel 6,38 


TABELLE VII b. 


Qo, der Leber 25 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


E K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum | Nr. (g) meter (mg) | (mm/St.) Ko, Qo, 
7/VIL | -16 530 I 6,66 67,0 0,47 4,73 
6/VIII | 31 350 P 4,51 39,0 0,46 3,97 
20/VIII | 45 | 330 Q 3,33 34,0 0,47 4,79 
Q1/VIII | 47 280 P 2,81 27,0 0,46 4,41 
Mittel 4,48 
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Qo, der Nierenrinde 25 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 2 
Datum Nr. K.G. mapere (eae) (mm/St) Ko, Qo. 
7/VIil 16 530 L 3,69 122,0 0,48 15,87 
6/VIII 31 350 R 2,84 102.5 0,47 16,96 
20/VIII 45 330 1 1,27 45,0 0,46 16,29 
21/VIII 47 280 Q 1,82 65,0 0,47 16,28 
Mittel 16,48 


TABELLE VIII a. 
Qo. des Ovariums 30 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


KEG. é Mano- |Tr. Gew.} Dr. Diff. rs 
Datum Nr. (g) Seite meter (mg) (mm/St.) Ko, Qos 
17/VI 7 360 r. ce 6,61 87,5 0,41 5,43 
1. H 8,00 103,0 0,45 5,79 
12/VIII | 38 300 r. @) 2,69 23,5 0,47 4,10 
lL N 3,09 33,5 0,45 4,87 
22/VIII | 50 350 r. N 2,85 38,0 0,45 6,00 
ie oO 2,66 32,0 0,47 5,65 
Mittel 5,31 


TABELLE VIII b. 
Qo. der Leber 30 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum | Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo, 
17/V1 a 360 I 5,36 72,5 0,47 6,54 
TYAN ULE 38 300 Q 222. 24,0 0,47 5,08 
22/VIII 50 350 P 2,91 35,0 0,46 5,53 

Mittel 5,72 


TABELLE VIII c. 
Qo, der Nierenrinde 30 Stunden nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. 


Mano- 


Tr. Gew. | Dr. Diff. 


< . 

Ce Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
17/VI he 360 L 2,98 84,0 0,48 13,53 
IRV AWE 38 300 12 2,3 86,0 0,46 17,12 
22/VIII | 50 | 350 Q 2,45 91,0 0,47 17,45 
Mittel 16,03 
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TABELLE IX a. 


Qo. des Ovariums 2 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 


7 K.G. : Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 
Datum | Nv. (g) Seite | “eter (Grey G@umaes) Ko, Qo. 
S/N Die i 350 Ts I 4,77 50,0 0,47 4,92 
Ib G 4,65 41,0 0,41 3,62 
9/VII 18 490 r. H 7,61 85,5 0,45 5,06 
1. L 8,10 88,0 0,48 5,21 
7/VIiII 32 310 1s N 3,36 32,0 0,45 4,28 
1. O 3519 27,5 0,47 4,05 
13/VIII 40 300 Ts O 2,86 26,5 0,47 4,35 
IE N 2,32 23,5 0,45 4,55 
Mittel 4,51 
TABELLE IX b. 
Qo. der Leber 2 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
’ K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum Nr. (z) manter (mg) (mm/St.) Ko, Qo, 

8/VII 17 350 H 5,66 59,0 0,45 4,69 

9/VII 18 490 G 6,61 87,5 0,41 5,43 

7/VIII 32 310 ue 4,32 46,0 0,46 4,89 

13/ VIII 40 300 Q 3,62 38,5 0,47 4,99 

Mittel 5,00 


TABELLE IX ¢. 


Qo, der Nierenrinde 2 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 


; K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
8/VII 17 350 L 2,86 82,0 0,48 13,76 
9/VII 18 490 iT 3,04 98,0 0,47 15,23 
7/VIII 32 310 Q 2,65 84,0 0,47 14,89 
13/V {II 40 300 12 2,87 98,5 0,46 15,78 
Mittel 14,92 
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TABELLE X a. 
Qo, des Ovariums 3 Tage nach der Injektion von Schwangerenhirn. 
K.@G. : Mano- |Tr. Gew.) Dr. Diff, 
Datum | Nr. (gz) Seite meter | (mg) | (mm/St) Ko, Qo, 
it G 5,16 43,0 0,41 3,42 
of Vite A vO). I 5,47 46,5 0,47 | 3.99 
De N 2,52 26,0 0,45 4,64 
SIRE a OPO O 2,69 27,0 047 | 461 
as O 2,48 27,0 0,47 5,11 
Be ALEY oc | SED aa N 2,49 26,0 0,45 | 4,69 
Mittel 4,41 
TABELLE X b. 
Qo. der Leber 3 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum | Nr. | “() | meter | (mg) | (mm/st)| Kos Qos 
9/VII 19 400 H 4,82 49,0 0,45 4,57 
8/VIII 338) 300 ie 2,34 16,5 0,46 3,24 
14/VIII 41 300 Q sel 25,5 0,47 3,78 
Mittel 3,86 
TABELLE X ¢. 
Qo. der Nierenrinde 3 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano-'| Tr. Gew. | Dr. Diff. 
EES aie (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
9/VII 19 400 L 2,88 86,0 0,48 14,33 
8/VIIl 33 300 Q 1,29 45,0 0,47 16,39 
14/VIII 41 300 | i 123 40,5 0,46 15,14 
Mittel 15,29 
TABELLE XJ a. 
Qo. des Ovariums 4 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. ; Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. = 
Datum Nr. (x) Seite meter (mg) (mm/St.) Ko, Qos 
Ts G 4,01 45,5 0,41 4,65 
16/V1 Aa a a I 3,76 39,5 0,47 | 4,98 
ie H 4,26 41,5 0,45 4,38 
17/VI 8 CU) aa G 4,26 40,0 041 | 3,85 
: N 2,82 30,5 0,45 4,86 
15/VIII | 42 300 | 7 O 2°55 26,0 0,47 | 4,79 
Mittel 4,58 
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TABELLE XI b. 
Qo. der Leber 4 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum Nr. (g) moter (mg) (mm/St.) Ko. Qo, 
16/VI 6 320 H 5,60 87,0 0,45 6,99 
17/VI 8 360 L 5,27 40,0 0,48 3,64 
19/VIIlI 42 300 ae 6,73 70,0 0,46 4,78 

Mittel 5,14 


TABELLE XI ¢. 


Qo. der Nierenrinde 4 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum | Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Kop Qo. 
16/VI 6 320 L 2,95 85,0 0,48 13,83 
LT NER 8 360 if 2,90 87,0 0,47 14,10 
15/VIII 42 300 Q 2,93 101,5 0,47 16,28 

Mittel 14,74 
TABELLE XIT a. 
Qo. des Ovariums 5 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
: KG. é Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 

Datum | Nr. (a) Seite eter (mg) | Gnm/St) Ko, Qos 
e a 105 i 3,15 28,5 0,47 4,25 
27/VI eta at L 3,23 26,5 0,48 | 3,93 

; in N 1eyih 21,0 0,45 4,94 
See iat |) tae Pea ) 23.4 25,5 0,47 | 5,12 
= = r. N 2,85 30,5 0,45 4,81 
LONER RTS Ie So We O 3,58 40,5 0,47 | 5,31 

Mittel 4,73 
TABELLE XIT b. 
Qo. der Leber 5 Tage nach der Injektion von Schwangerehharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum | Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
27/VI 10 280 G 5,89 80,0 0,41 5,57 
10/VIII 34 300 12 3503 36,0 0,46 4,69 
27/VIIL 51 330 12 4,18 37,5 0,46 4,12 

Mittel 4,79 
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Qo» der Nierenrinde 5 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

Datum | Nr. (=) anced (ng) Gnm/Si) Ko, Qos 
27/VI 10 280 H 2,30 79,0 0,45 15,28 
10/VIII 34 300 Q 15% 56,0 0,47 16,76 
27/VIIL 51 330 Q 1,16 40,0 0,47 16,20 

Mittel 16,08 
TABELLE XIII a. 
Qo, des Ovariums 7 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. ; Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 
MANES ei (g) ele meter (mg) | (mm/St.) Ko, Qo2 
: r N 5,47 56,0 0,45 4,60 
eye | ee a O 4,42 38,0 0,47 | 4,04 
= ie N 3,48 34,5 0,45 4,46 
14/IX | 357 lie af O 3144 35,5 0,47 | 4.85 
= = ; t O 1,92 18,5 0,47 4,52 
14/IX | 58 cae |e N 219 24,0 0,45 | 4.93 
Mittel 4,57 
TABELLE XIII b. 
Qo. der Leber 7 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 

ay (aye (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
29/VII 29 330 Q 4,80 58,5 0,47 5,72 
14/XI 57 300 182 5,44 46,5 0,46 3,93 
14/XI 58 270 Q 2,64 27,D 0,47 4,89 

Mittel 4,85 


TABELLE XIII ¢. 


Qo. der Nierenrinde 7 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum | Nr. (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
29/VIL 29 330 iP 2,03 62,0 0,46 14,04 
14/Ix | 57 | 300 Q 3,13 101,0 0,47 15,16 
14/IX 58 270 jp? Peg 96,0 0,46 16,29 
Mittel 15,16 
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TABELLE XIV a. 
Qo, des Ovariums 10 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 


KEG: : Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 
Datum Nr. (ge) Seite meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
r. G 6,30 50,5 0,41 3,28 
14/VIT | 23 | 460 | 7 i 5,66 56,5 0,47 | 4,69 
‘ = = ; i N 2elles 28,0 0,45 4,61 
W/IX | 59 210) Ney O 2°69 26,5 0,47 | 4,63 
- Ta O 1,37 14,5 0,47 4,97 
LUT | GO) 290.) N 1,64 17,0 0,45 | 4.66 
Mittel 4,47 
TABELLE XIV b. 
Qo, der Leber 10 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 
K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr.Diff. 
Petes | Ne, (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
14/VII 23 460 Jal 6,48 70,0 0,45 4,86 
17/IX 59 270 12 3,05 33,0 0,46 4,97 
17/1X 60 290 Q 3,10 30,5 0,47 4,62 
Mittel 4,82 


TABELLE XIV e¢. 
Qo, der Nierenrinde 10 Tage nach der Injektion von Schwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
eco | lean (g) meter (mg) (mm/St.) Kos Qo, 
14/VII up 460 L 3,48 99,5 0,48 13,72 
IyVADS 59 270 Q 1,36 43,5 0,47 15,03 
17/1X 60 290 182 2,41 85,5 0,46 16,31 
Mittel 15,02 


TABELLE XV a. 
Qo, des Ovariums 10 Stunden nach der Injektion von Nichtschwangerenharn. 


K.G. : Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 
be heintger | (g) Bette) meter (mg) | (mm/St.) Koz Qo, 
, F a iy 2,74 17,0 0,48 | 2,97 
U/VIT | 21 S80 hate H 233 14,5 0.45 | 280 
x P ss N 7,93 58,5 0,45 | 3,31 
WTX | 84) 510 yy O 7.04 53,5 047 | 3.57 
arte : a O 2,83 29,5 0,47 | 3,73 
/ oS SA | Tea N 284 26,0 O45 || sett 
Mittel 3,42 
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TABELLE XV b. 


Qo. der Leber 10 Stunden nach der Injektion von Nichtschwangerenharn. 


K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 
Datum) Nr (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
abe Wy oahu Oa 21 280 G 5,60 56,0 0,41 4,10 
a /TEXC 54 510 1B 2,65 26,5 0,46 4,60 
PVA 56 290 Q 5,22 52,5 0,47 4,72 


Mittel 4,47 


TABELLE XV ¢. 


Qo. der Nierenrinde 10 Stunden nach der Injektion von Nichtschwangerenharn. 


ae K.G. | Mano-| Tr. Gew. | Dr. Diff. 

ear Ne (g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo, 
11/VII 21 280 if 2,78 85,0 0,47 14,37 
11/1X 54 510 Q 2,43 84,5 0,47 16,34 
12/1X 56 290 if Dou 101,0 0,46 18,50 


Mittel 16,40 


TABELLE XV1a. 


Qo, des Ovariums 25 Stunden nach der Injektion von Nichtschwangerenharn. 


KGS ‘ Mano- |Tr. Gew.| Dr. Diff. 
Datum | Nr. (a) Seite | eter CEN AD Ko, Qos 
; r I 2,92 21,5 0,47 | 3,47 
10/VII | 20 210 oy G 259 O15 0.41 | 3,40 
i ¥. N 2,47 23,0 0,45 | 4,19 
W/IX | 55 SOO Sy 7: O 2°38 20,0 0.47 | 3,94 


Mittel 3,75 


TABELLE XVI b. 


Qo, der Leber 25 Stunden nach der Injektion von Nichtschwangerenharn. 


Taran Nr. K.G. | Mano- | Tr. Gew. | Dr. Diff. 


(g) meter (mg) (mm/St.) Ko, Qo. 
10/VIIL 20 270 H 4,59 45,5 0,45 4,46 
12/TX 55 300 12 5,29 44,5 0,46 3,86 


Mittel 4,16 
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TABELLE XVI ce. 


Qo. der Nierenrinde 25 Stunden nach der Injektion von Nichtschwangerenharn. 


K.G. | Mano- |} Tr. Gew. ‘| Dr. Diff. 
Datum | Nr. (g) meter (mg) || Qnm/St.) Ko. Qo, 
1o/vir | 20 | 270 L 2,38 66,0 0,48 13,31 
12/Ix | 55 | 300 Q 2,41 81,0 0,47 15,79 


Mittel 14,55 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Nach der Injektion von Schwangerenharn vermehrt sich 
die Sauerstoffatmung des Ovariums von Meerschweinchen deutlich, 
und diese Vermehrung zeigt sich 10 bis 25 Stunden nach der Injek- 
tion am deutlichsten. 

2. Die Sauerstoffatmung der Leber und Nierenrinde zeigt fast 
keine Veranderung nach der Injektion von Schwangerenharn. 

3. Die Injektion von Harn der nicht schwangeren Frau tibt 
keinen Einfluss weder auf die Sauerstoffatmung des Ovariums noch 
auf die der Leber und Nierenrinde aus. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DES SOGENANNTEN 
GEBUNDENEN BLUTZUCKERS. 


IV. Mitteilung. 


Uber die Bedeutung des reticuloendothelialen Systems fiir 
den sog, geb. Blutzucker. 


Von 


YOSHIMASA MATSUOKA. 


(Aus der med. Universitatsklinik von N. Kageur a, Nagasaki, Japan.) 
(Hingegangen am 5. September 1936) 


Soweit mir bekannt, bietet die Forschung iiber dieses Gebiet 
bisher fast nichts ausser den in den Arbeiten von Iizuka und 
seinen Schiilern (1930) angegebenen folgenden Beobachtungen. 
Bei Typhus abdominalis wird von Kitamura (1927) eine ‘aus- 
nahmslose Steigerung des sog. geb. Blutzuckers, wenngleich der 
Grad seiner Steigerung je nach der Schwere der Krankheit sowie 
dem Auftreten oder Fehlen gefahrlicher Komplikationen sehr 
verschieden ist, angegeben. Durch mehrmalige Injektion von 
Typhusvaccin oder Hieiweiss vermehrt sich der sog. geb. Zucker’ 
im Blute und das Maximum der Vermehrung desselben stimmt in 
der Mehrzah! der Falle mit dem Maximum des Agelutinationstiters 
oder Pracipitationstiters iiberein (Kamada: 1928). Nach Oka- 
moto (1930) ist der Wert des sog. geb. Blutzuckers bei Luetikern 
oder experimenteller Kaninchenlues grosser als der des Gesunden 
und diese Vermehrung geht parallel mit dem Grade der Luesreak- 
tion. Auf Grund der oben erwahnten Untersuchungen behaupten 
sie, dass die Entstehung des sog. geb. Blutzuckers in Beziehung 
zu der Funktion des reticuloendothelialen Systems steht, weil die 
Entstehung des Immunkoérpers mit dem _ reticuloendothelialen 
System zusammenhianet. 

Andererseits hat Yano (1929) mitgeteilt, dass beim Kaninchen 
der sog. geb. Blutzucker durch einmalige Injektion von Tuscheemul- 
sion abnimmt; durch eine bestimmte Anzahl von Tuscheinjektionen 
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nimmt der Gehalt desselben wahrend der Injektion zu, aber nach 
Ende der Injektion nimmt er in der Halfte der Falle ab, sogar 
bis zu subnormalen Werten. Ebenfalls hat er bei Durchblutungs- 
versuchen der Milz des Hundes, dem zwei Stunden vorher 5 ccm 
Tuscheemulsion pro kg intravenés eingespritzt worden war, eine 
Senkung des sog. geb. Blutzuckers gefunden. 

Aus den Ergebnissen der oben beschriebenen Untersuchungen 
und anderer zahlreicher Arbeiten glaubten Iizuka und seine 
Schiiler (1930) schliessen zu konnen, dass die Herabsetzung der 
Funktion des reticuloendothelialen Systems eine Verminderung des 
sog. geb. Blutzuckers verursacht und infolge der Hyperfunktion 
dieses Systems es zur Vermehrung desselben kommt. 

In meinen vorangehenden Mitteilungen habe ich den Hinfluss 
der Hiweissfettdiat, des Hungers und einiger innerer Sekretions- 
organe auf den sog. geb. Blutzucker 6ffentlich bekanntgemacht. 
Diese Ergebnisse weckten mein Interesse fiir die Nachpriifung der 
Frage, wie bei der Funktionsstorung des reticuloendothelialen 
Systems der sog. geb. Blutzucker sich verhalt. 

Um das reticuloendotheliale System zu blockieren, wurde den 
Tieren eine bestimmte Menge Tuscheemulsion, welche durch 
Zerreiben von Tuschestibechen mit 10facher physiologischer 
Kochsalzlosung hergestellt wurde, intraven6s injiziert. 

Zunachst wurde den Tieren 2 cem Tuscheemulsion pro kg nach 
24 sttindigem Fasten nur einmal intraven6s eingespritzt und danach 
der Wert des freien sowie des sog. geb. Blutzuckers stiindlich 4 
Stunden lang vergleichend beobachtet. 

Durch einmalige Tuscheinjektion scheint der Wert des freien 
Blutzuckers mehr oder weniger abzusinken, und der des sog. geb. 
Blutzuckers nimmt im allgemeinen um ein Geringes ab, um spiter 
wieder etwas anzusteigen, kehrt aber bis zum Anfangswerte nicht 
zaruck,. 

Bei dem zweiten Versuche wurde den Tieren, denen zwei 
Stunden vorher 2cem Tuscheemulsion pro kg intravenés einge- 
spritzt worden war, eine bestimmte Menge Traubenzucker per os 
dargereicht, um das Verhalten des freien wie auch des sog. geb. 
Blutzuckers nach Zuckerzufuhr zu beobachten. 
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TABELLE I, 
Kontrollversuche. 
? fr: Z. Blutzuckergehalt (%) 
Nr. des | 5, Korper- od (Ohne Tuscheinjektion) 
Hundes — gewicht ae 
geb. Z. 1 2 8 4 5 
is oayyt| kg. | fr.Z. | 0,085 | 0,081 | 0,085 | 0,085 | 0,079 
> 7,4 |geb.Z.| 0,114 | 0,112 | 0,110 | 0,112 | 0,111 
A 7 fr.Z. | 0,093 | 0,094 | 0,094 | 0,091 | 0,093 
z hl) 9,3 | geb. Z.| 0,097 | 0,096 | 0,094 | 0,096 | 0,097 
cs fr.Z. | 0,112 | 0,098 | 0,103 | 0,103 | 0,098 
Ero 91 | geb.Z.| 0,102 | 0,105 | 0,108 | 0,111 | 0,105 
Einmalige Tuscheinjektion 
22 3 ee Ze Ae Blutzuckergehalt (% ) 
ic) sc &S ee ap 2 ail Vor der /1St. n. d. 
BS, S |: Fi 85 ‘7 | Tusche |Tusche-| 2St. | 3S8t. | 4S8t. | 5St. 
eee | Pity) Et) Bebe 2 is, || injekt. 
6a lissv | ke: | ce: | fr. Z | 0,106 | 0,104 | 0,104| 0,104] 0,079 | 0,081 
7,5 | 15 | geb.Z.| 0,106 | 0,087 | 0,097] 0,095] 0,097 | 0,096 
c - fr.Z. | 0,088 | 0,093 | 0,089] 0,079| 0,071} __ 
65 | W/VI go | 4g | ged. z.| 0,110 | 0,109 | 0,107] 0,113} 0,125 
fr. Z. | 0,093 | 0,100 | 0,093 0,075 | 0,066} __ 
66 |13/,,| 94 | 90 | geo. z.| 0134 | 0,119 | 0123] 0,128] 0,125 
TABELLE II. 
LB | So Blutzuckergehalt (%) ; 
S oS © ft.-Z, 

Nr. des te ae | a9 od Vor der | Vor der /1St. n. d. | 
Hundes S Ss Bo geb 2 Tusche- | Zucker-| Zucker-| 3St. | 3St. 
A Pa 08) St "| injekt. | zufuhr | zufuhr 

5/V kg. ce. fr 2 = 0,086 0,104 | 0,099 | 0,072 

o 5.0 || (—)t) web. 0,115 | 0,115 | 0,103} 0,115 

oe - fr.Z. | 0,088 | 0,091 | 0,105 | 0,075] 0,081 
15/,, | g9 | 18 | geb.Z.| 0,101 | 0,098 | 0,117 | 0,104| 0,101 

fr. Z. = 0,085 | 0,107 | 0,105} 0,085 

14/,, | go (—) | geb. Z. 0,089 | 0,092 | 0,090] 0,091 

ae fr.Z. | 0,100 | 0,103 | 0,124 | 0,115] 0,087 
18/, | 78 | 16 geb. Z.| 0,115 | 0,102 | 0,116 | 0,118] 0,131 

fr, Z. a 0,091 | 0,126 | 0,115) 0,073 

29/5 | 41,5 | (—) | geb. Z. 0.146 | 0,131 | 0,141] 0,146 

te fr.Z. | 0,088 | 0,105 | 0,112 | 0,102] 0,086 
4/VI} 4144 | 20 | geb.z.| 0,140 | 0,109 | 0,128 | 0,146| 0,127 

fr.Z. | 0,084 | 0,079 | 0,097 | 0,090] 0,084 

70 iBl/ ” 9,6 20 geb. Z. 0,126 0,114 0,135 0,133 0,145 
jee ee eS EE EEE an ee ee 
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Wie die Tabelle II. zeigt, tritt die Hyperglykamie nach 
Zuckerzufuhr bei vorbehandelten Tieren in demselben Grade auf, 
wie bei nicht blockierten Hunden, aber der Wert des sog. seb. 
Blutzuekers scheint nach Zuckerzufuhr in gewissem Masse an- 
zusteigen. Jedoch muss man sich dabei erinnern, dass derselbe 
Wert, der dureh Tuscheinjektion einmal absinkt, auch ohne 
Zuckerzufuhr wieder etwas anzusteigen pflegt. 

Zum Studium der Frage, wie die mehrmalige Injektion von 
Tuscheemulsion auf den freien sowie den sog. geb. Blutzucker nach 
Zuckerzufuhr wirkt, wurde den Tieren jeden Tag 2cem Tusche- 
emulsion pro kg drei bis sieben Tage lang intravends injiziert und 
am folgenden Tag nach der letzten Injektion der Wert desselben 
nach Zuckerzufuhr stiindlich drei Stunden lang vergleichend unter- 
sucht. Ferner, ob die dadurch herbeigefiihrte alimentaire 
Veradnderung am freien wie auch am sog. geb. Blutzucker durch 
die Beendigung der Tuscheinjektion beeinflusst wird, wurde auch 
zweimal nach Ablauf der Injektionsperiode in gleicher Weise 
beobachtet. 


TABELLE III. 


Vor der Tusche- Nach der Ablaufen 


Nach der Tuscheinjektion 


injektion d. Injekt. 
Nr. des 
Hundes ob Zahl d. b b 
Dat. | fr. Z.) 85°" | Tusche-| Dat. | fr. Z. ie Dat. | fr. Z. a 
k = injekt 4 ‘ 


71 22/1TV| 0,086 | 0,096 3 27/IV| 0,076] 0,111] 6/V | 0,081} 0,149 


72 14/V | 0,085} 0,089 3 23/V_ | 0,091} 0,129) 27/ ,, | 0,092] 0,137 
4/V1| 0,082] 0,149 


73 | 27/',, (0,088) 0,110| 3 5/VI) 0,086] 0,161} 9/,, | 0,079} 0,142 
15/,, | 0,090} 0,114 


74 22/1V| 0,100 |- 0,136 3 27/1TV | 0,088} 0,142] 6/V | 0,100] 0,130 
7 2/V | 0,086} 0,141]14/,, | 0,084] 0,134 


75 |23/,,| 0,090] 0,110] 3 27/1V| 0,077| 0,121] 8/,, | 0,079| 0,120 
7 2/V | 0,090] 0,111]14/,, | 0,088] 0,142 
76 |27/V | 0,095| 0,181} 3 5/VI| 0,102 | 0,174|15/VI| 0,104] 0,129 
7 |II/,, | 0,088} 0,134] 20/,, | 0,089] 0,136 
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Wahrend dieses Versuches bleibt der Niichternwert des freien 
Blutzuckers, wie aus Tabelle III. ersichtlich ist, nahezu un- 
verandert, aber der des sog. geb. Blutzuckers steigt am folgenden 
Tag nach der letzten Tuscheinjektion meistens in gewissem Masse 
an und nimmt im Laufe der Zeit bald noch weiter zu, bald sinkt er 
etwas ab; tibrigens gelangt er niemals bis zu subnormalen Werten. 


TABELLE IV. 
a) Nach dreimalige Tuscheinjektion Traubenzucker per os darreicht. 


8 Ake ok Blutzuckergehalt (%) ee 
28| Unter- £ | SS] 08 8 
= g| Suchungs- s ES = S| fr. Z. |Vor der |1S8t. n. d. 5 5 
7 te periode Qa i oF = S od. Zucker- | Zucker-| 2 St. | 3St. |g 

o | geb. Z. | zufuhr | zufuhr 
Pees: bene pry] Ke: | &- | fr.Z. | 0,086 | 0,100 | 0,093] 0,084 
injektion ss 7,0 geb.Z. | 0,096 | 0,098 | 0,100) 0,102 
24/4, 25/4, 
26/4 i 6.7 fr.Z. | 0,076 | 0,100 | 0,104] 0,070 
"1 Tuséhe [**’ » | _ | geb.Z. | 0,111 | 0,117 | 0,122) 0,119 
injiziert 35 
Seit 27/4 
ohne 6/V 7.0 ir Zi 0,081 0,148 | 0,118 0,072 
Tusche- 2 geb. Z. | 0,149 0,133 | 0,157] 0,156 
injektion. 
Vor der = 2 ~|+ 
lene 0,085 0,107 | 0,105) 0,085 |< 
ges Pe) tl 8 geb. Z.| 0,089 | 0,092 | 0,090 0,091| 8 # 
injektion. a &p 
on 
18/5, 19/5, ee 
21/5 sy 73 fr. Z. | 0,091 | 0,137 | 0,129] 0,078 |-3.2 
72| Tusche |~*’ ” Z 40 | geb.Z. | 0,129 0,138 | 0,130] 0,189} 2 4 
injiziert Bis 
P ale fr. Z. | 0,092 | 0,203 | 0,163] 0,079 ho & 
Te ee geb.Z. | 0,137 | 0,148 | 0,150|_0,139 ia 8 
Tusche- fr.Z. | 0,082 | 0,159 | 0,126] 0,070|:3 @ 
injektion | 4/V1| 7,7 geb.Z. | 0,149 | 0,159 | 0,158] 0,155 |a 
Vor der fr.Z. | 0,088 | 0,147 | 0,129] 0,061 
ram 27/V | 8,8 geb.Z. | 0,110 | 0,116 | 0,122) 0,122 
1/6,3/6,4/6 fr.Z. | 0,086 | 0,143 | 0,128| 0,114 
73 | rusehe | 5/VI) 8,5 geb.Z. | 0,161 | 0,176 | 0,182] 9,159 
injiziert 40 
“5 fr.Z. | 0,079 | 0,166 | 0,143] 0,083 
Sey Chay geb.Z.| 0,142 | 0,153 | 0,144| 0,127 
Tusche- fr.Z. | 0,090 | 0,144 | 0,132] 0,064 
injektion|15/. | 8,2 geb.Z. | 0,114 | 0,139 | 0,130] 0,127 
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TABELLE IV. 
b) Nach 7-maliger Tuscheinjektion Traubenzucker per os darreicht. 
ee: |p SONS Blutzuckergehalt(%) 
n 2 HG | oo ‘ wo 
33| Unter- | 2° | os fryZe © 
= &|suchungs-} 8 | 5 | S| od. | Vor der/1St.n.d. As 
7 tH! periode Q M4 op as geb. Z. | Zucker-| Zucker-| 2 St. | 3St. |m % 
a a gufuhr | zufuhr 
Vor der = 
kg. | g- | fr. Z. | 0,100 | 0,152 | 0,105] 0,103 |.5 
Tusche- |22/IV| “73 geb-Z. | 0,136 | 0,134 | 0,139| 0,137|"s 
_injektion x) 
24/4, 25/4, Se 
26/4, 27/ 72 ree Ais 0,088 0,148 | 0,121] 0,090]. & 
Tusche 2 es geb.Z. | 0,142 | 0,150 | 0,129] 0,143 |-¢ e0 
injiz. eS 2 
74 |28/4, 29/4, oy 8 
30/4, 1/5 2/V 7.0 ities ZA. 0,086 0,234 | 0,203} 0,099 | Gro 
Tusche . d geb. Z. 0,141 0,181 | 0,174] 0,141 aa 
injiz. ye 
Nach der | ¢, a fr.Z. | 0,100 | 0,130 | 0,127) 0,077| @ 
Ablauf der ey) 2 geb. Z. 0,130 0,163 | 0,171) 0,147 2 
SNE? / 15 fr.Z. | 0,084 | 0,135 | 0,132) 0,091 |.2 
injektion 2 ? geb. Z. 0,143 0,163 | 0,161} 0,147 | ~ 
Vor der 
freee 0,090 0,113 | 0,083] 0,094 
Tusche |23/IV| 12, : 2 2 y 
aon geb. Z. | 0,110 | 0,102 | 0,106] 0,121 r 
24/4, 25/4, ys 
26/4 \oas | 40 fr.Z.-| 0,077 | 0,152 | 0,074] 0,074| 2 
Muschen alien. 22 es geb. Z. 0,121 0,129 | 0,112] 0,119 5 
injiziert » 
75 |28/4, 29/4, 50 is 
30/4, 1/5 a/v | 12.0 WA 0,090 0,154 | 0,086) 0,072 eS 
Tusche oi 2 geb.Z 0,111 0,135 | 0,113) 05122) <4 
injiziert z 
Nach den 8/ 12.5 fey VA 0,079 0,114 | 0,066) 0,081 S 
Ablauf der 2) 2 geb. Z. 0,120 0,180 | 0,126).0,118 
se Re a nyeuliio 8 fr. Z. | 0,088 | 0,110 | 0,075] 0,075 
injek tion on tes geb.Z. | 0,143 | 0,180 | 0,151] 0,155 
Vor der ie = = Fe 
Tusche- |27/,, | 10,5 fre e ae os 0,145 cue 
injektion geb. 0,131 129 | 0,132) 0,121 
pra) 
2 is 
: eee 4 5/VIl 9,7 fr.Z. | 0,102 | 0,173 | 0,162] 0,172] § 
a en geb.Z. | 0,174 | 0,180 | 0,179| 0,169] “2 
n 
8/6, 9/6 11/ 91 fr. Z 0,088 0,154 | 0,145] 0,077) % 
Tusche ” ; geb.Z. | 0,134 | 0,139 | 0,151) 0,155] & 
injiziert ; = 
Nach den|,;, 60 (r07, 0,104 | 0,162 | 0,130] 0,086} © 
Ablauf der HY u geb. Z 0,129 0,131) 70,1401) (0, 129)) 
Steer | eAvoN| ao fr. Z. | 0,089 | 0,106 | 0,102] 0,097 
injektion Alaa geb.Z. | 0,136 | 0,144 | 0,154| 0,153 
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Bei diesem Versuche ist das Verhalten des freien wie auch des 
sog. geb. Blutzuckers nach Zuckerzufuhr aus Tabelle IV. ersicht- 
lich; die Kurve des freien Blutzuckers steigt dabei zuerst stirker 
als die bei dem Kontrollversuche an, dann wiederum sinkt sie ab 
und wird schhessheh wieder normal, und dabei nimmt auch der 
Wert des sog. geb. Blutzuckers einmal deutlich zu, dann neigt er 
wieder zum Absinken, aber niemals gelanet er bis zu den Anfangs- 
werten. In der letzten Periode kann man keine erheblichen 
Beziehungen zwischen Ende der Tuscheinjektion und alimentirer 
Veranderung des freien sowie des sog. geb. Blutzuckers bemerken, 
weil diese dabei bald leichter und bald starker als in der Periode 
der Tuscheinjektion wird. Die oben beschriebenen Ergebnisse, 
dass nach einmaliger Tuscheinjektion der sog. geb. Zucker im Blute 
mehr oder weniger abnimmt und durch mehrmalige Tuscheinjek- 
tion dagegen zunimmt, stimmen mit den Angaben Yano’s (1929) 
ganz gut uberein. 

Der Niichternwert des sog. geb. Blutzuckers nach dem 
Ablaufen mehrmaliger Tuscheinjektion kehrt im Bereich der 
Anzahl von Tagen meiner Experimente in meiner Untersuchung 
bis zu normalen Werten nicht zuriick, wahrend nach Yano (1929) 
er dabei nach und nach abnimmt und schliesslich in der Halfte der 
Falle bis zu subnormalen Werten gelangt. Ob die alimentare 
Steigerung des sog. geb. Zuckers im Blute des Hundes, denen eine 
bestimmte Menge Tuscheemulsion taglich einmal einige Tage lang 
intravenos eingespritzt wurde, tatsachlich in Beziehung zur Funk- 
tionsstorung des reticuloendothelialen Systems steht, die durch 
mehrmalige Tuscheinjektion herbeigefiihrt wurde, ist noch fraglich, 
weil eines der Versuchstiere wahrend der Untersuchungsperiode 
den Appetit verloren hatte und vielleicht bis zum Hungerzustand 
gelanget war, wobei nach den in meiner vorangehenden Mitteilung 
erwahnten Ergebnissen der sog. geb. Blutzucker nach Zuckerzufuhr 
deutlich ansteigt. Aber es ist merkwtirdig, dass die alimentire 
Steigerung des sog. geb. Blutzuckers nicht nur wahrend der In- 
jektionsperiode, sondern auch wahrend der letzten Untersuchungs- 
periode andauernd nachzuweisen, ist, wobei von der Injektions- 
periode an schon iiber acht Tage verlaufen waren und bei den 
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Tieren der Appetit wieder normal geworden war. 

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen einen zweifelhaften 
Punkt, nimlich dass der sog. geb. Blutzucker vielleicht durch 
Reizung des reticuloendothelialen Systems (d. h. einmalige Tusche- 
injektion in meinem Versuche) mehr oder weniger abnimmt und 
bei Herabsetzung der Funktion dieses Systems (d.h. mehrmalige 
Tuscheinjektion in meinem Versuche) dagegen vielleicht zunimmt, 
trotz der obenerwaihnten gerade entgegengesetzten Ansicht 
Tizuka’s. Zugleich kam mir der Gedanke, dass die Funktion des 
reticuloendothelialen Systems auch zur alimentéren Veranderung 
des sog. geb. Blutzuckers bei Hiweissfettdiat oder bei Hunger, die 
schon in meiner vorangehenden Arbeit (1936) mitgeteilt worden 
ist, in irgendeiner Beziehung stehen mag. Aus diesem Grund habe 
ich den Kongorotindex, wodurch man nach Adler-Reiman(1925) 
die Funktion des reticuloendothelialen Systems ersehen kann, bei 
der Hiweissfettdiat, beim Hungern und bei der Tuscheinjektion 
zu beobachten unternommen. 

Zu diesem Zweek wurde eine Gruppe Tiere, bei denen bereits 
der Kongorotindex im normalen Zustand beobachtet worden war, 
mit Kiweissfettnahrung drei Tage lang ernahrt, eine Gruppe ein- 
bis zweiwochigem Hungern unterzogen, einer Gruppe eine 
bestimmte Menge Tuscheemulsion tiéglich einmal 3 Tage lang 
intravenos injiziert, und danach den Kongorotindex untersucht. 
Die einzelnen Daten sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 

Wie Tabelle V. zeigt, betrug der Kongorotindex bei normaler 
Didt 22,3 bis 40,5% bei gesunden Hunden. In dem Kontroll- 
versuche, bei dem jeden dritten Tag der Kongorotindex dreimal 
untersucht wurde, scheinen die Versuchsresultate meistens nahezu 
unveradndert zu bleiben. Aus dieser Tabelle wird klar, dass der 
Kongorotindex des Hundes bei Hiweissfettdiat meistens mehr oder 
weniger abnimmt und beim Hungern in iiber der Halfte der Faille 
in gewissem Masse zunimmt. Schon von friiher ist es bekannt, dass 
HKiweissfettnahrung auf die Funktion des reticuloendothelialen 
Systems aktivierend wirkt (zitn. Schréder). Der Kongorotindex 
der Hunde, denen kohlenhydratreiche gemischte Nahrung einige 
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TABELLE V. 
a) Kontrollversuche 
I TEE IItl 
Eo nS 39 
r ES r AS . EWS 
Dat. wie Ss % i. py e Bo Dat. aap 50 
& S oS Ke aS ke E & 
Sees es M5 
7/VIII 9,8 31,6 |10/VIII 9,8 30,3 |13/ VIII 9,8 | 28,3 
Sf -,, 11,8 | 33,0 |11/ ,, 12,0 | 36,6 |14/ ,, TLS | 33,4 
Sf ,, 10,9 | 34,5 |11/ ,, 10,5 | 25,6|14/ ,, 9,8 | 35,6 
b) Eiweissfettdiat. 
Normale Diat Hiweissfettdiat Kohlenhydratzusatz 
Ovs Oyo Oo 
x BS i AS ae PeSS 
Dat eae 5 Dat: es & 4 Bat ee Ed 
(kg ea! 8 ets) 8) | Bs 
ane jal fs M8 
9/VII} 10,0 37,2 | 14/VII 9,8 21,1 
CAA, 6,0 24,5 | 27/ ,, 6,2 17,4 | 3/VII1 6,5 14,5 
24/ ,, 8,0 36,8 | 28/7 ,, 8,2 RON BL oy 8,5 24,3 
c) Hunger 
Normale Diat Hinwochiger Hunger Normale Diat 
ten Ba Ba 
eS ES + HSS a BES 
Korp. G.] 97 Dat Korp. G| os Dat Korp. G.| 97 
Bo Gel ee ee) ae | tke) | 28 
MA Mee M.A 
8/VII 8,8 33,2 | 16/VII Te 43,1 
Sas 8,3 USS | reer 6,9 50,4 | 1/VIII (i 26,0 
20/ ,, 12,0 YSN hey 9,6 25,9 
Z0/,; 10,5 Sin OMIEeO/ a, 9,7 34,0 
Normale Diat Zweiwochiger Hunger Normale Diat 
4b po le 
Ie Of9 Sys 
, aS e aS o RS 
Korp. G.| oy Korp. G.| osy Korp. G.| 2S7 
ou yng) ° 
M5 M.8 | 
5/VIII 9,5 36,6 |19/VIII 8,3 57,1 |22/VIIL 8,7 37,4 
O/ 8,0 29,4 |21/ ,, 6,5 BCs TREY oe 6,5 26,1 
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d) Tuscheinjektion 


Vor der Am folgenden Tag n. Nach Ablauf der 
age Tuscheinjektion d. letzten Tuscheinjek. Injektionsperiode 
oo F T 
od oe 23 ox PAN 

ne ee BS aS 
alt iKorpaGne Kérp. Gil o> Kérp. G.| $2 
25 5 ee 

89 |22/VII 8,0 22,5 127/VIE 7,5 30,3 |31/VII 7,8 25,9 
90 |22/ ,, 6,5 | 22,3 27/ ,, 6,5 | 32,0 |31/ ,, 6,5 | 31,4 
91 |138/VIII 9,8 28,3 |26/VIII 9,5 A350 SO AV LLL 9,9 44,0 
I5y/JIDC 9,6 30,0 

92 |18/ ,, 9,5 23,8 |26/ ,, 9,2 36,6 |30/VIII 9,1 43,2 
5/I1X 9,1 26,3 


Tage lang nach der Hungerperiode gegeben wurde, kehrte in den 
Fallen, wo beim Hungern derselbe deutlich zunahm, zu normalen 
Werten zuriick, aber der Kongorotindex kehrte in der Periode von 
Kolenhydratzusatz zu Anfangswerten nicht zurtick und tiberdies 
war er bisweilen kleiner als der bei Hiweissfettdiat. Wenn die 
Versuchstiere 2 cem Tuscheemulsion pro kilo Korpergewicht taglch 
einmal drei Tage lang intravenos injiziert bekamen, war der Kon- 
eorotindex nicht nur am folgenden Tag nach der letzten Tusche- 
injektion, sondern auch am 3. Tag nach dem Ende derselben 
dauernd hoher als normal, am 10. Tag danach kam er aber zu 
Anfangswerten zuriick. 

Aus diesem Ergebnisse kann man die Tatsache erkennen, dass 
nicht nur mehrmalige Injektion von Tuscheemulsion, sondern auch 
ein- bis zweiwochiger Hunger eine Funktionssto6rung des reti- 
culoendothelialen Systems verursachen kann und _ andererseits 
durch Eiweissfettdiat diese Funktion mehr oder weniger beférdert 
wird. Wenn die Vermutung mir daher erlaubt ist, dass bei der 
Hypofunktion des reticuloendothelialen Systems der sog. geb. 
Blutzucker nach Zuckerzufuhr zunimmt und in Folge der Hyper- 
funktion dieses Systems dagegen abnimmt, so kann man die 
alimentaire Veradnderung des sog. geb. Blutzuckers bei BHiweiss- 
fettdiat oder beim Hungern ohne grosse Schwierigkeit wie folgt 
erklaren: Wenn die Tiere mit Hiweissfettdiit einige Tage lang 
ernahrt wurden, wird die Funktion des reticuloendothelialen 
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Systems dadurch mehr oder weniger beférdert und infolgedessen 
nimmt dabei der sog. geb. Blutzucker nach Zuckerzufuhr in 
gewissem Masse zu. Dagegen wird die Funktion dieses Systems 
dureh ein- bis zweiwéchigen Hunger etwas herabgesetzt und 
dementsprechend tritt eime Steigerung des sog. geb. Zuckers 
nach Zuckerzufuhr im Blute auf. Meine Ergebnisse, dass die 
durch Hunger verursachte alimentire Steigerung des sog. geb. 
Blutzuckers durch Wiederverabreichung gemischter Nahrung in 
relativ kurzer Zeit beseitigt wird, wird in der gleichen Weise 
erklart. Fur die Erklarung der Tatsache, dass die durch Hiweiss- 
fettdiat verstarkte alimentére Senkung des sog. geb. Blutzuckers 
durch Kohlenhydratzusatz zur Grundkost vollkommen_beseitigt 
wird, gentigt nicht nur das Verhalten des reticuloendothelialen 
Systems, weil der Kongorotindex dabei niemals zu normalen 
Werten zuriickkehrt. 

Auf jeden Fall gehe ich damit einig, dass der sog. geb. Blut- 
zucker mit der Funktion des reticuloendothelialen Systems in 
Zusammenhang steht, kann jedoch der Erklarung [izuka’s, dass 
dabei dieses System im weitgehendem Masse an seiner Bildung 
beteiligt ist, nicht beistimmen, denn es liegt nahe, daran zu denken, 
dass auf Grund meiner Untersuchung das reticuloendotheliale 
System die Fahigkeit besitzt, den sog. geb. Zucker zu spalten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Durch einmalige Tuscheinjektion setzt sich der Niichtern- 
wert am freien wie auch am sog. geb. Blutzucker mehr oder weniger 
herab. 

2. Der sog. geb. Zucker nach Zuckerzufuhr im Blute des 
Hundes, dem zwei Stunden vorher 2cem Tuscheemulsion ein- 
gespritzt worden ist, nimmt in gewissem Masse zu. 

3. Durch mehrmalige Tuscheinjektion tritt eine Vermehrung 
des Niichternwertes am sog. geb. Blutzucker ausnahmslos auf und 
diese Vermehrung scheint noch am 10. Tag nach der letzten In- 
jektion in der Mehrzahl der Falle anzuhalten, trotzdem der freie 
Blutzucker wdhrend dieser Untersuchung nahezu unveradndert 
bleibt. 


366 Y. Matsuoka: 


4. Dabei steigt nicht nur der freie, sondern auch der sog. 
geb. Blutzucker nach Zuckerzufuhr deutlich an, um spater meistens 
etwas abzusinken, wenngleich der Grad seiner Steigerung je nach 
der Schwere der Appetitlosigkeit ziemlich verschieden ist. 

5. Der Kongorotindex Adler-Reiman’s steigt durch mehr- 
malige Tuscheinjektion an und diese Erhéhung findet sich noch 
am 3. Tag nach der letzten Injektion, aber kehrt nach dem 10. Tag 
vollkommen zurtick. 

6. Durch Eiweissfettdiat wird der Kongorotindex etwas 
heragesetzt und durch Kohlenhydratzusatz zur Grundkost scheint 
diese Abnahme nahezu unverandert zu bleiben. 

7. Durch ein- bis zweiwédchiges Hungern nimmt der Kon- 
gorotindex in der Mehrzahl der Falle in gewissem Masse zu und 
kehrt durch gemischte Nahrung in relativ kurzer Zeit zuriick. 


Zusammenfassende Betrachtung der I.—IV. Mitteilungen. 


Die alimentire Senkung des sog. geb. Blutzuckers wird durch 
Eiweissfettdiat, bei welcher der freie Blutzucker nach Zuckerzufuhr 
erheblich starker und langer andauernd als bei gemischter Kost 
auftritt, mehr oder weniger verstarkt und durch Kohlenhydrat- 
gusatz zur Grundkost paralysiert, sogar mit Abnahme der 
alimentaren Hyperglykimie. Durch Hunger steigt der Wert des 
sog. geb. Blutzuckers nach Zuckerzufuhr mit gleichzeitiger Ver- 
starkung der alimentaren Hyperglykamie an, aber diese Steigerung 
kehrt durch kurzfristige Wiederverabreichung kohlenhydratreicher 
gemischter Nahrung wieder auf den normalen Wert zuriick. Bei 
Blockierung des reticuloendothelialen Systems steigt der Niichtern- 
wert des freien wie auch des sog. geb..Blutzuckers deutlich an und 
dabei kommt eine erhebliche Steigerung beider Werte nach Zucker- 
zufuhr zum Ausdruck. Andererseits kann man die Tatsache 
erkennen, dass die Funktion des reticuloendothelialen Systems 
durch Hiweissfettdiat mehr oder weniger gefordert und dagegen 
durch ein- bis zweiwéchigen Hunger etwas herabgesetzt wird. 
Nach den obengenannten Ergebnissen ist es vielleicht nicht zu viel 
gesagt, dass der sog. geb. Blutzucker mit der Funktion deg reti- 
culoendothelialen Systems in einer gewissen Beziehung steht und 
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ferner, dass das reticuloendotheliale System an der Spaltung des 
sog. geb. Blutzuckers vielleicht beteiligt ist. Unter Einfluss von 
Insulin sinkt der freie Blutzucker ab, dagegen steigt der sog. geb. 
Blutzucker mehr oder weniger an. Die durch Hiweissfettdiat ver- 
starkte alimentadre Verdnderung des freien und des sog. geb. Blut- 
zuckers wird durch Insulineinspritzung eindeutig beseitigt. Auch 
geben eine Anzahl von Forschern an, dass durch Adrenalin- 
einspritzung der Gehalt an freiem Blutzucker zunimmt und der an 
sog. geb. Blutzucker dadurch etwas abnimmt, wenngleich in meiner 
Untersuchung eine solehe Abnahme des sog. geb. Blutzuckers nicht 
gefunden wurde. Nach Nebennierenentfernung (ca tiber drei 
Viertel) zeigt der sog. geb. Blutzucker nach Zuckerzufuhr in der 
Mehrzahl der Falle eine bemerkbare Steigerung. Auf Grund dieser 
Untersuchung ist vielleicht die Vermutung erlaubt, dass die 
Regulierung des sog. geb. Blutzuckers mit dem Pankreas und der 
Nebenniere (bzw. Insulin und Adrenalin) in irgendeiner Beziehung 
steht. Aber die Befunde, dass die durch Hunger herbeigefiihrte 
alimentaire Steigerung des sog. geb. Blutzuckers durch Insulin- 
verabreichung in gewissem Masse herabgedriickt wird und ande- 
rerseits nach Totalexstirpation des Pankreas eine starke Steigerung 
des sog. geb. Blutzuckers gleichzeitig mit einer Steigerung des 
freien Blutzuckers zum Ausdruck kommt, lassen sich weder aus der 
Funktion des reticuloendothelialen Systems, noch aus der Pankreas- 
oder Nebennierenfunktion einfach erklairen. Auf jeden Fall habe 
ich hier nur die quantitativen Verdinderungen des sog. geb. Blut- 
zuckers unter verschiedenen experimentellen Zustanden in Betracht 
gezogen, denn das Problem der chemischen Natur des sog. geb. 
Blutzuckers wird noch viel Arbeit fordern, ehe man eine einiger- 
massen befriedigende Hinsicht gewinnt. Aber die merkwiirdige 
Tatsache, dass der Wert des sog. geb. Blutzuckers durch Zucker- 
zufuhr und Ernahrungszustand, in irgendeiner Beziehung mit der 
Veranderung des freien Blutzuckers, in bestimmter Weise 
beeinflusst wird, rief in mir die Vermutung hervor, dass der Vorrat 
an Reservekohlehydraten nicht nur, wie man meistens denkt, aus 
Glykogen und Laktoacidogen besteht, sondern hier auch vielleicht 
chemisch noch unbekannte hydrolysierbare Substanzen d.h. der 
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sog. geb. Blutzucker eine Rolle spielen. Die noch offene Frage, ob 
der in erhohter oder erniedrigter Menge vorhandene sog. geb. 
Blutzucker bei den verschiedenen Zustinden immer identisch ist, 
bedarf noch weiterer Untersuchung. 
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Der folgende Bericht teilt Untersuchungsresultate tiber die Ex- 
traktion der Phosphatase und der Carboxylase der Hefe mit. 


lt 


Die Existenz der Phosphoesterase in Hefe ist seit friiher 
bekannt und dieses Ferment nimmt an der Hexosediphosphat- 
bildung und der Hydrolyse der daraus weiter intermediar 
entstehenden Phosphorverbindungen teil. Wir wissen andererseits, 
dass die tierische Phosphomonoesterase nicht einheitlich ist und in 
sich isodyname Typen unterscheiden lasst, die sich gegen PH ver- 
schieden verhalten und weiter von einander getrennt werden 
konnen. Die physiologische Bedeutung der Phosphomonoesterase 
in Betracht ziehend, ist es wiinschenswert zu untersuchen, als 
welcher Typ die Hefephosphatase zu klassifizieren ist. 

Pett u. Wynne (1924) haben schon friiher beobachtet, dass 
der Wasserextrakt der getrockneten Backerhefe das /-Glycero- 
phosphat bei Pu 4 optimal hydrolysiert. Nach H. u. E. Albers 
(1935) spaltet die frische Oberhefe dasselbe Substrat optimal bei 
Pu 3-4.5, ist aber in der neutralen Reaktion unwirksam, dagegen 
ist die Wirkung der frischen Unterhefe unregelmassig und sie zeigt 
die Optima bei Pu 3.5 und 6. Aus diesem Resultat haben die 
Autoren geschlossen, dass die Oberhefe eine Phosphatase, aber die 
Unterhefe noch eine andere enthalt. Sie haben ausserdem eine 
neue Extraktionsmethode dieses Ferments mitgeteilt; die mit 
Essigester verfliissigte Oberhefe wird unter Zusatz von Toluol 2-3 


369 


370 C. Kobayashi : 


tagelang autolysiert, abgeschleuderte Zellreste des Autolysats 
einigemal mit Wasser gewaschen, nach dem Zusatz mit Griinmalz- 
extrakt 2 Tage lang verdaut und die Lésung dialysiert. 

In letzter Zeit hat Schuchart (1936) in Neubergs Institut 
beobachtet, dass Hansenula javanica 2 isodynamische Phosphatasen 
enthalt, und weiter dass sowohl an frischer Hefe wie auch an der 
Trockenhefe, Behandlung mit verdtinnter Essigsféure die bei Pu 
6-8.8 wirksame Phosphatase inaktiviert, wahrend durch Ammoniak- 
behandlung die im sauren Gebiet wirksame Isodyname zerstort 
wird. Damit ist die Nichteinheitlichkeit der Hefephosphatase in 
schéner Weise festgestellt worden. Ich habe diesen Befund in dem 
Versuch mit der aus Bierhefe hergestellten Trocken- und Alkohol- 
hefe bestatigt und konnte weiter die Isodynamen in Losung be- 
kommen. Das Ergebnis wurde im Juni 1935 in der Versammlung 
hiesiger Akademie vorgetragen. 

Wenn zuerst die Hydrolyse des 6-Glycerophosphats mit der 
bei Zimmertemperatur gegen destilliertes Wasser dialysierten 
wasserigen Suspension der Trockenhefe oder Alkoholhefe versucht 
wird, zeigt sich die Hydrolyse zwischen PH 3-9, und es sind 2 
Optima bei Pu 4 und 8 bemerkbar, wihrend sich ein Minimum bei 
Put 6 befindet. Diese Tatsache lisst das Vorhandensein yon zwei 
Isodynamen, namlich der in alkalischer Reaktion aktiven Mono- 
esterase III und der bei Pu 3.2 optimal wirksamen Monoesterase I 
vermuten. Aber in der Hefezelle mag sich die Phosphoesterase 
noch an die Zellstruktur festgebunden befinden und wenn es der 
Fall ist, so soll die Pu-Abhagigkeit des Ferments, nebst von dem 
Dissoziationszustand des Ferments, auch von der Membrandurch- 
lassigkeit des Substrats und vom Quellungsgrad des Protoplasma 
bedingt werden. Daher ist wiinschenswert, das Experiment mit der 
zellfreien Fermentlosung auszufiihren. Die Extraktion wurde in 
folgender Weise gemacht. Die oben erwihnte dialysierte Hefe- 
suspension wurde zentrifugiert und die Spaltung des Glycero- 
phosphats durch die abgeschleuderte Zellmasse und durch die 
tiberstehende Lésung gesondert untersucht. Der Bodensatz wirkte 
bei Pu 3-7 fast gleichmissig gut, und war bei abfallender Aziditit | 
weniger aktiv, wahrend das klare Zentrifugat, obwohl weniger 
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wirksam als der Bodensatz, doch zwei deutliche Optima bei Pu 4 
und 7 zeigte. Nachstdem wurde die Extraktion durch Bicarbonat 
unternommen. Sowohl das Zentrifugat als auch der in Wasser 
suspendierte Bodensatz wurden dialysiert. Bei der Hydrolyse des 
Glyeerophosphats wirkte der dialysierte Bodensatz sehr schwach 
und zwischen Pu 5-8 fast im gleichen Grade, wahrend die dialy- 
sierte tiberstehende Fliissigkeit wirksamer als der Bodensatz war 
und ein deutliches Optimum bei Pu 7-8 zeigte. Der nach der 
Behandelung mit Essigsiure-Acetat (1:1) statt Bicarbonat sonst 
wie oben dargestellte Bodensatz und Zentrifugat wurden dann 
untersucht. Dabei wirkte der dialysierte Bodensatz bei Pu 4 
optimal, die in alkalischer Reaktion wirksame Phosphatase war 
soweit inaktiviert worden, dass eine sehr schwache Hydrolyse bei 
PH 8 ihr Vorhandensein andeutete. Das aus der Alkoholhefe be- 
kommene dialysierte Zentrifugat war weniger aktiv als die oben 
erwahnte Bodensatzsuspension, aber es wirkte bei Pu 4 deutlich 
optimal und in alkalischer Reaktion fast nicht mehr. Der gleiche 
Extrakt aus der Trockenhefe war sehr schwach. Hine genug 
starke, saure Phosphatase konnte also durch dieses Verfahren nicht 
dargestellt werden. Diese Tatsache zeigte die Schwierigkeit der 
Extraktion der sauren Phosphatase, wie es schon Albers erfahren 
hat. Mit dem Zweck, die Autolyse der Hefe zu fordern und damit 
die Extraktion des Ferments zu erleichtern, wurde die Hefe in 
Essigsdure-Acetatlosung unter Zusatz von Kaliumcyanid digeriert, 
nach 1 Tage zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit 
dialysiert. Das Zusetzen des Griinmalzes oder dessen Extrakts 
nach Albers wurde nicht unternommen, um die Gefahr des Ver- 
mischens mit einer Phosphatase von anderer Herkunft zu _ ver- 
meiden. Die in solcher Weise dargestellte Fermentlosung enthielt 
die alkalische Phosphatase nicht mehr, sondern die ziemlich starke 
‘‘saure’’? Phosphatase, die bei Pu 4 optimal wirkte. Da jedoch 
eine grosse Menge Phosphatase noch im Extraktionsriickstand zu 
finden war, wurde die Extraktionsdauer bis zu 5 Tagen verlangert. 
Die Wirkung der sauren Phosphatase in der extrahierten Fliissig- 
keit konnte damit stark gesteigert werden. Damit war ich endlich 
imstande, aus der Trockenhefe und der Alkoholhefe die saure und 
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alkalische Phosphatase in Liésung zu bekommen. 

Es ist ferner notig, das Optimum dieser 2 Fermente genau zu 
bestimmen. Als Substrat wurde das leichtspaltbare Monophenyl- 
phosphat gebraucht und die Versuchsdauer auf 4 Stunden ver- 
kiirzt. Als das in der sauren Reaktion wirksame Ferment wurde 
die durch 2 tagige Extraktion in schwach saurer Reaktion unter 
Cyanidzusatz bereitete Losung nach der Dialyse gebraucht. Sie 
spaltete das Monophenylphosphat bei Pu 3.8 optimal und bei Pu 
2.7 war sie ziemlich schwach. Die in dieser Lésung enthaltene 
Phosphatase miisste daher der Phosphomonoesterase I eingeordnet 
werden. Die Sadureempfindlichkeit dieser Phosphomonoesterase ist 
also betrachtlich gross. Diese Eigenschaft hat sicher damit zu tun, 
dass das Optimum der Glycerophosphathydrolyse bei 18 sttindigem 
Versuch als Pu 4 beobachtet wurde. Das in der alkalischen Reak- ° 
tion wirksame .Ferment wurde, wie oben erwahnt, durch die 
Bicarbonatextraktion dargestellt. Diese Fermentlosung spaltete 
unter Zusatz von Magnesiumchlorid das Monophenylphosphat 
optimal bei Pu 8 und die Hydrolyse war bei Pu 9 starker als bei 
Pu 7. Diese Tatsache zeigt vielleicht, dass diese Phosphatase dem 
Typus III angehort. Dass das Optimum sich nicht bei PH 9 zeigte, 
kommt wahrscheinlich daher, dass die dargestellte Hefephosphatase 
III gegen Alkah empfindlich ist. Ferner, um herauszufinden, ob 
durch die Reinigung die optimale Aciditit bis zu Pu 9 verschiebbar’ 
ist, wurde die Fermentlésung unter Dinatriumphosphatzusatz mit 
Hisenhydroxyd geschiittelt. Die dialysierte Adsorptionsrestlésung 
hydrolysierte Glycerophosphat bei PH 8 und 9 fast im gleichen 
Grade. 


Le 


Fur die systematischen Carboxylaseversuche ist die Bereitung 
der zellfreien haltbaren Fermentlésung oder  wasserléslichen 
Trockenpulvers und das Hinrichten eines einfachen Apparates 
wunschenswert, der sowohl Ausfiihrung der Versuche als auch 
Messung der entwickelten Kohlensiure bei konstanter Temperatur 
ermoglicht. Der von mir gebrauchte Apparat wird in dem experi- 
mentellen Teil beschrieben werden. Die Fermentlésung wurde mit 
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M/2 Essigsaure-Acetat (1:3) gepuffert. Als Substratlésung wurde 
ein Gemisch yon 1 cem M-Brenztraubensiure und 2 eem M-Pyridin 
gebraucht, Pa war 5.2 und die Alkalisierung durch die Zersetzung 
des Pyruvinats kann wegen des schwach basischen Charakters des 
Pyridins vorgebeugt werden. Als die Fermentlésung mit der Sub- 
stratlosung zusammengemischt wurde, war PH des Gemisches 
5.2-5.4 und selbst nach dem weit fortgeschrittenen Brenztrauben- 
saurezerfall war die Aziditatsverschiebung nur bis zu Pu 5.8-6. 
Die Extraktion der Carboxylase wurde zuerst an der aus 
Bierhefe hergestellten Trockenhefe und Alkoholhefe versucht, aber 
da die carboxylatische Wirkung schwach war, wurde als Ausgangs- 
praparat ‘‘Ebios’’ gebraucht. Dieses Hefepraparat ist eine aus 
Bierhefe durch ein patentiertes Verfahren hergestellte Trockenhefe 
und ich muss der ‘‘Dainippon-Bier-Aktiengesellschaft’’? und 
“Tanabe Firma’’, die mix dieses Praparat reichlich geliefert haben, 
meine herzlichste Dankbarkeit ausdriicken. Das Schonebecksche 
Experiment (1935), eme haltbare Carboxylaseloésung durch die Ex- 
traktion der Trockenhefe mit 50%iger Glycerinlésung zu _be- 
kommen, wurde von mir nachgeprift und vollig bestatigt. Der 
Extrakt, der aus 2 ¢ Trockenhefe durch Zusatz von 10 cem 50% iger 
Glycerinlésung dargestellt wurde, zeigte sich aber nach der Zentri- 
sugierung von 20 Minuten (3000 Umdrehungen pro Min.) noch 
gelblich getriibt, und lieferte erst nach weiterer 10 minutiger 
Zentrifugierung (7000 Umdrehungen pro Min.) eine leicht 
opaleszierende Lésung. Diese Losung wird im folgenden Glycerin- 
extrakt genannt. Der bei der zweiten Zentrifugierung entstandene 
Bodensatz enthielt eine kleine Menge Hefezellen. Ich habe ausser- 
dem beobachtet, dass bei 3 stiindiger Extraktion die Temperatur- 
verschiedenheit wie 37°, 30° oder 20° keinen merklichen Unter- 
schied in der Carboxylasenausbeute verursachte, aber Extraktion 
bei 50° eine Losung lieferte, die nur halb so aktiv war wie die bei 
niedriger Temperatur verfertigte. Auch nach 24-48 stiindiger Ex- 
traktion im Hisschrank wurde eine gleich wirksame Losung_ be- 
kommen wie nach der dreistiindigen Extraktion bei 20°. Die im 
foleenden Versuch gebrauchte Carboxylase ist der 3. stiindige 
Glycerinextrakt, der bei 37° hergestellt wurde. Dieser Extrakt 
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enthielt eine grosse Menge Hiweissstoff und als dieser gegen 10%ige 
Rohrzuckerlésung 17 Stundenlang dialysiert wurde, entstand viel 
Bodensatz, dabei verminderte sich die Wirkung der Carboxylase 
bis auf 1/3. Falls andererseits 1/2 Volumen von M/10 Bleiacetat 
in 50%iger Glycerinlésung zugesetzt und der entsstandene Boden- 
satz abzentrifugiert wurde, wirkte die ganz klare gelbliche Losung 
carboxylatisch in gleichem Grade wie der Glycerinextrakt selbst. 
Diese Lésung wird im folgenden Bleisaft genannt. Dieser Bleisaft, 
falls er bei Zimmertemperatur gegen 1%ige Kalium-chloridlosung © 
dialysiert wurde, wurde desto mehr inaktiviert je mehr die Dialy- 
sendauer verlangert wurde; d.h. nach 3-6 Stunden bis zu 2/3 und 
nach 14-22 Stunden bis zu 1/5. Zusatz von Hefekochsaft steigerte 
die Aktivitat nicht. Als dagegen der Glycerinextrakt oder der 
Bleisaft gegen 50%ige Glycerinlésung dialysiert und durch Zentri- 
fugieren geklart wurde, war eine fast unverminderte Carboxylase- 
wirkung nachzuweisen, wihrend sich der abgeschleuderte Bodensatz 
als unwirksam erwies. Die dialysierte Losung wurde weiter unter 
Hisktthlung mit 9 Volumen Aceton versetzt und der Bodensatz 
durch Behandlung mit Aceton-Ather in Pulver iiberfiihrt. In 
50%igem Glycerin suspendiert, behielt das Pulver aus Glycerin- 
extrakt 73% und das aus Bleisaft 74% des urspriinglichen Wir- 
kungsgrades. Diese Pulver enthielten aber noch eine reichliche, 
Menge von im Wasser oder 50%igen Glycerin unldslicher Masse. 
Ausserdem den Glvcerinextrakt bis zu Zellfreiheit zu zentri- 
fugieren, ist an sich zeitraubend, Dialysieren gegen Glycerin auch 
im grossen Massstab praktisch nicht ausfiihrbar und weiter lohnt 
der grosse Hiweissgehalt der hergestellten Pulver weitere Ver- 
arbeitung nicht. , 
Daher wollte ich eine Fermentlésung von niedrigem Hiweiss- 
gehalt darstellen, zwar nach Lebedew durch Mazerieren mit Wasser, 
aber die Carboxylasewirkung blieb bei den meisten Versuchen nur 
1/3 der des Glycerinextrakts. Die Minderwirksamkeit ist vielleicht 
dadurch verursacht, das die Carboxylase schon wihrend wie auch 
nach der Extraktion immer inaktiviert wird. Daher wurde die 
Extraktionsdauer stark verkiirzt, so dass 2g Trockenhefe 10 cem 
Wasser zugesetzt, 10 Minuten umgeriihrt und 10 Minuten (3000 
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Umdrehungen pro Min.) zentrifugiert wurde. Diese Lésung wird 
im folgenden Rohwasserextrakt genannt. Sie war noch getriibt und 
nach weiterer 5-10 minutiger Zentrifugierung (7000 Umdrehungen 
pro Min.) wurde sie klar mit spuriger Opaleszenz. Diese Liésung 
wird im folgenden Wasserextrakt genannt. Die Carboxylase- 
wirkung des Rohwasserextrakts, nachdem er dureh Glycerinzusatz 
zu 50% stabilisiert worden war, war fast gleich mit der des oben 
erwahnten Glycerinextrakts. Da der Wasserextrakt aber beim 
Carboxylaseversuch in Acetatpuffer schon vor dem Zusatz des Sub- 
strats eine starke Triitbung zeigte, so wurde die schnelle Extraktion 
der Trockenhefe durch M/2 Essigsiureacetat (1:1) probiert, aber 
die Carboxylasewirkung dieses Extraktes erreichte nicht einmal 1/4 
der des Wasserextrakts. Der Wasserextrakt wurde daher unter 
Hiskthlung mit 1/2 Volumen Aceton versetzt und zentrifugiert. 
Der so entstandene Bodensatz heisst Fraktion I. Die tiberstehende 
Fliissigkeit war schwach gelb doch ganz klar. Sie wurde weiter 
nochmals unter Hiskiihlung durch Zusatz von 5 Volumen Aceton 
eefallt, und Fraktion II wurde damit gewonnen. Die beiden 
Fraktionen wurden ferner durch Aceton-Ather entwiissert, als 
Pulver gewonnen, im Exsikkator bei Zimmertemperatur getrocknet. 
Das Gewicht der beiden Pulver war fast gleich und 0.15@ Frak- 
tion I entwickelte in 10 Minuten aus 1 ecm M-Brenztraubensaure 
1.25 eem Kohlendioxyd und die gleiche Menge von Fraktion II 
6.0cem Kohlendioxyd in derselben Zeitdauer. Daraus ist zu 
erkennen, dass sich Carboxylase meistenteils in Fraktion II be- 
findet. Das Pulver von Fraktion ITI loste sich im Wasser ganz klar, 
wenn es zuerst mit wenig Wasser gut umgertihrt und nach Zusatz 
‘einer weiteren Menge Wasser zentrifugiert wurde, um jede Spur 
unléslicher Masse zu entfernen. Die klare Carboxylaselosung 
triibte sich wihrend 20-30 Minuten nach dem Zusatz von Acetat- 
puffer leicht opaleszierend, aber als sie ferner zusammen mit 
Brenztraubensaure-Pyridin geschiittelt wurde, entstand darin 
allmahlich eine kleine Menge flockiger Eiweisskoagula. Darstellung 
der Fraktion II von gleicher Aktivitét war auch in grossem 
Massstab ausfiihrbar. Die Wirkung der Fraktion Il wurde durch 
Natriumfluorid um 16% gehemmt, dagegen durch Kaliumoxalat um 
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16% aktiviert. Oxalatzusatz hat aber mit der Stabilisierung des 
Ferments nichts zu tun, weil, als die Fermentlosung mit Oxalat oder 
Fluorid bei Zimmertemperatur liegen gelassen wurde, sich die 
Wirkung in beiden Fallen nahezu zur Halfte verminderte. Daraus 
war zu erkennen, dass das Oxalat die Carboxylase aktivierend 
beeinfiusst. Die Oxalataktivierung und die Fluoridhemmung waren 
auch am dialysierten Glycerinextrakt zu beobachten. Der Ferment- 
gehalt des wasserloslichen Carboxylasepulvers ist so gross, dass es 
vielleicht als ein Ausgangsmaterial der zukiinftigen Forschung ge- 
braucht werden kann. 


INL. 


Darauf folete die Untersuchung des Pulvers (Fraktion IT) 
auf die Phosphoesterase und Pyrophosphatase. Da das Pulver 
einwenig anorganisches Phosphat enthielt, wurde die wasserige 
Loésung vor dem Gebrauch dialysiert. Sie zeigte eine sehr schwache 
Wirkung von Phosphomonoesterase, aber keine von Pyrophos- 
phatase. Bei dem Zusatz von Magnesiumehlorid blieb die Phos- 
phomonoesterasewirkung unbeeinflusst, die Hydrolyse des Pyro- 
phosphats war aber sehr stark und auch die 15 fach verdiinnte 
Fermentlosung tibte noch deuthche Hydrolyse aus. Das Optimum 
dieser Hefepyrophosphatase war bei Pu 7. In der Hefe befindet 
sich modglicherweise noch eine andere Pyrophosphatase. Denn bei 
dem Versuch mit dem dialysierten Glycerinextrakt der Trockenhefe 
wurde noch ein Optimum von PH 4 ausser Pu 7 beobachtet und 
weiter wirkte der dialysierte Bleisaft ausschliesslich in saurer 
Reaktion. Die Forschung dariiber soll auf die Zukunft verschoben 
werden. 


+ 


Experimenteller Teil. 


I. PHOSPHOESTERASE DER TROCKENHEFE UND ALKOHOLHEFE. 


Die Bierhefe wurde von der ‘‘Dainippon-Bier-Aktiengesell- 
schaft’’ freundlich geliefert. Die Troeckenhefe wurde daraus durch 
Ausbreiten der gepressten Bierhefe in diinner Schicht bei Zimmer- 
temperatur bereitet. Zum guten Trocknen bedarf es 4-5 Tage. 
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Die Bereitung der Alkoholhefe wie iiblich. Natrium-glycerophos- 
phat von Merck mit fiinf Molekiil Krystallwasser. Als Puffer 
wurde bei Pu 2-3.4 M/10 Glykokoll-Salzsaure, bei Pu 3.6-6 1/2 
Essigsiiure-Acetat, bei Pu 7-8 M/10 Veronal-Salzsiure und bei 
Pu 9-10 4/10 Glykokoll-Natron benutzt. Die Zusammensetzung 
der Versuchslosung war, wenn nicht besonders angegeben, wie 
folet. 


Puffer 5.0 com 
M/20 Natrium-glycerophosphat OSs 
Fermentlosung 4.0 ,, 


Die fermentative Hydrolyse wurde bei 37° im Brutschrank 
oder am elektrisch regulierten Wasserbad ausgefiihrt. Bestimmung 
des anorganischen Phosphats nach Fiske und Subbarow. Beim 
Kontrollversuch wurde statt des Substrats Wasser gebraucht und 
dessen Wert wurde von Hauptversuch abgezogen. 


A) Wirkung der dialysierten Suspension von Trockenhefe 
und Alkoholhefe. 
2¢ Trocken- oder Alkoholhefe wurde mit 30cem Wasser gut 
umgertihrt, in Kollodiumsack mit Toluol tberschichtet gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Das Dialysat wurde auf 50 ecem mit 
Wasser verdiinnt. ; 


TABELLE J. 


a) Trockenhefesuspension, 18 sttindiger Versuch. 


Ph 2.5 | 3.2 3.9 5) 5.6 6 7 | 7.8 yal 9.6 


% On| 44 a | AG | 8a | 3S 41 | 49 31 | 0 


b) Alkoholhefesuspension, 18 stiindiger Versuch. 


Ph 2.6 3.1 4.1 6 | 7 Url 9 OF 


% 1 34 57 
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B) Wirkung des Bodensatzes und der iberstehenden 
Flissigkeit nach der Dialyse der 
Hefesuspension. 
Die klare iiberstehende Fliissigkeit wurde auf 50 ccm verdtnnt 
und der Bodensatz 2 mal mit 30cem Wasser gewaschen und in 
50 cem Wasser suspendiert. 


TABELLE II. 


a) Wirkung des Bodensatzes, 18 stiindiger Versuch. 


Ph 3.2 en 5.6 6 7.) 8 | so 96 


% 26 25 26 31 28 30 15 9 0 


b) Wirkung der tiberstehenden Flissigkeit, 18 sttindiger Versuch. 


Ph 3 3.9 


Or 
Ol 
ory 
lor) 
XN 
oe 


8.9 9.6 


% 8 21 11 5 10 12 10 it 0 


C) Wirkung der mit Carbonat mazerierten, 
dann dialysierten Hefe. 


2¢ Trockenhefe oder Alkoholhefe wurde mit 30 ccm 1%iger 
Natrium-bicarbonatlosung umgerthrt, mit 2-3 ccm Toluol iiber- 
schichtet, bei 37° 22 Stunden extrahiert. Nach Zentrifugieren 
wurde die tiberstehende Fliissigkeit dialysiert und auf 50 ccm 
verdtinnt. Der Bodensatz wurde ebenso nach 2 maligem Aus- 
waschen in 30 cem Wasser suspendiert, dialysiert und auf 50 cem 
verditinnt. ® 
TABELLE ITT. 


a) Wirkung des aus der Trockenhefe wie oben erhaltenen Bodensatzes, 
18 stiindiger Versuch. 


Ph 


Lm) 
we) 
bo 


4.1 


OU 
oH 
lor) 


6.1 a 8 8.9 9.6 


J | 0) ee 8 9 12 12 13 iI 0 0 
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b) Wirkung der aus der Trockenhefe wie oben dargestellten iiberstehenden 
Flissigkeit, 18 stiindiger Versuch. 


6.1 a 8 8.9 9.6 


Ph 2 3.2 4 5 5.6 
Jo 0 0 0 0 8 40 48 50 21 3 


¢) Wirkung des aus der Alkoholhefe wie oben dargestellten Bodensatzes, 
18 stiindiger Versuch. 


a 2 | peel eo | 49 1 Sele Loe og 8.8 | 9.3 
% 0 0 ee tole im era) eo io 


d) Wirkung der aus der Alkoholhefe wie oben dargestellten tiberstehenden 
Flissigkeit, 18 stiimdiger Versuch. 


Ph 2.4 3.2 3.9 ) 56 6 7 | 8 9) 9.6 


Yo 0 0 0 0 


H 
for) 
iN 
ts 
w 
© 
mer 
qq 
oS 


D) Wirkung der mit Essigsiure-Acetat mazerierten, 
dann dialysierten Hefe. 
2¢ der Trockenhefe oder Alkoholhefe wurde unter Zusatz von 
30 cem M/10 Essigsdure-Acetat (1:1) wie bei C) behandelt und 
die Bodensatzsuspension und die iiberstehende Fliissigkeit wurden 
nach Dialyse zum Versuch gebraucht. 


« 


TABELLE LY. 


a) Wirkung des aas der Trockenhefe dargestellten Bodensatzes, 
17 stiindiger Versuch. 


Ph 2 3.2 tg| 5 ce 6. bert gos ov} 9:6 
% 4 52 Bl Sa 4 as) | 23 | 14 | Ie | 10° 1-8 


b) Wirkung der aus der Trockenhefe dargestellten tiberstehenden 
Fliissigkeit, 19 stiindiger Versuch. 


Ph 2 3.2 | 4 5 5.6 6 (ak 7.9 Onli 9.6 


% 0 ieee | ee 2 | Oe ak fo | 
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ec) Wirkung des aus der Alkoholhefe dargestellten Bodensatzes, 
18 stiindiger Versuch. 


Ph | 2a | 33, [sop od Aa ex | 69 | 82 | 921.97 
9 


: | | 
J | 0 | 3 29 | 38 be [laa | 7 0 


d) Wirkung der aus der Alkoholhefe dargestellten tiberstehenden 


Fliissigkeit, 18 sttindiger Versuch. 


E) Wirkung der unter Cyanidzusatz in Essigsdiure- 
Acetat autolysierten Hefe. 
M/2 Essigsaure-Acetat (1:1) wurde mit 0.5%iger KCN- 
Losung, die mit Salzsiure gegen Methylrot neutralisiert wurde, 
5 fach verdiinnt. 2g Trockenhefe wurde mit 30cem Cyanid- 


Acetatpuffer 20 Stunden extrahiert und weiter wie bei C) be- 
handelt. 


TABELLE V. 


a) Wirkung des aus der Trockenhefe dargestellten Bodensatzes, 
18 stiindiger Versuch. 


py |_2a | 32 | 4 = 5.6 | 6 7 | 81 | 9 | 98 
Jo | 5 | 46 | 57 58 39 26 ee ris i ou 


b) Wirkung der aus der Trockenhefe dargestellten tiberstehenden 
Flissigkeit, 18 stiindiger Versuch. 


6.9 81.) 94 | 9.7 


56 | 
=| 
| 


c) Wirkung der dialysierten tiberstehenden Fliissigkeit, die aber durch 
Verlingerung der Extraktionsdauer (124 Stunden) 
dargestellt wurde, 18 stiindiger Versuch. 


po | 8 fa se) ben 6 | 7 s | 9 9.7 
| 7 


a 0) #82 41 | 28 | 5 | 0 |) 0 
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F) Phenylphosphathydrolyse durch die 
Phosphomonoesterase I der Hefe. 


Das Ferment war das wie bei E) hergestellte Zentrifugat. Die 
dialysierte Esteraselésung wurde auf 25 cem verdiinnt. Die Zu- 
Sammensetzung der Versuchslosung war wie folgt. 


. 


Puffer 6.5 com 
M/20 Monophenylphosphat UWe x4 
Fermentlosung 20. 5, 
N/10 HCl (OR Saar 


Versuchsdauer: 4 Stunden. 


TABELLE VI. 


Ph | je a a a 3.8 


G) Phenylphosphathydrolyse durch Phos- 
phomonoesterase III der Hefe. 


Die Fermentlosung wurde wie bei C) durch Carbonatextrak- 
tion hergestellt. Die Versuchslosung bestand aus: 


Puffer 4,0 eem 
M/20 Monophenylphosphat CRO) 
M/100 MgCl. Ole 
Fermentlostng ALO) 


TABELLE VII. 


Versuchsdauer: 4 Stunden. 


5.6 6 6.9 8 we ||, Osi 


Il. Die CArRBoxybLAse DER TROCKENHEFE. 


Beim Versuch iiber die Carboxylasewirkung wurde das ge- 
bildete Kohlendioxyd mit dem hier beschriebenen Apparat volume- 
trisch gemessen. Der Apparat besteht, wie aus der beistehenden 
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Figur ersichtlich, aus einem Trog mit 


(Sceehma des Apparates) ; ; ; ; 
Se of einem Seitenast, aus einer Spritze, und 


Saritze il einem oben mit Hahn versehenen 
~< eeraden Rohr, an dem das U-Rohr 
Hahn eingeschmolzen ist. Das U-Rohr wird 

mit Nelken6l als Sperrfltissigkeit gefullt. 

= Die Spritze ist eine spezieliformige 


tree ‘‘Maruko’’ Pumppipette von Kdshin- 
2s bo 


pfropf — sha, Hongo, Tokyo, die ich absichtlich 
Si iece gar Winrichtung des Apparats kurz 
ast, abgeschnitten habe. Der Glaszylinder 


U-Rohr = der Spritze wird von 0 bis 5cem 
U graduiert, 1eem in 1/20 geteilt. Die 

Spritze und das gerade Rohr kénnen mit 

dem Trog durch Gummipfropf luftdicht 
verbunden werden. Der Rauminhalt des Trogs betragt ca 50 cem, 
der des Seitenastes cal0cem. Der Verbindungswinkel des 
Seitenasts mit Trog macht 45°. Zuerst wurden 4ecm M/2 Hssig- 
siure-Acetatpuffergemisch (1:3) und die zu untersuchende 
Fermentlosung in den Trog, das Gemisch von 1.0 cem M-Brenz- 
traubensdure und 2.0 cem M-Pyridin in den Seitenast hineingetan 
und der Trog wurde mit dem Gummipfropf verbunden. Der ganze 
Apparat wurde, der Hahn in aufgedrehter Stellung, in elektrisch 
reguliertes Wasserbad (387°) bis zum oberen Ende der Spritze 
und oberhalb des Hahns eingetaucht. In 25 Minuten ist der 
Temperaturausgleich beendet, der dureh die Beobachtung des 
Oelniveaus bei geschlossenem Hahn zu versichern ist. Wahrend 
dessen wurde der Apparat von Zeit zu Zeit geschiittelt und zwar 
vorsichtig in der Richtung senkrecht zugder Flache, die die Achse 
des Seitenasts und den Mittelpunkt des Trogs enthalt. Damit ist 
die Vorbereitung beendet und der Apparat in Ordnung. Der 
Apparat wird geneigt, um die Substrat-Pyridinlésung in den Trog 
hineinlaufen zu lassen und nachher gut geschiittelt. Je nachdem 
sich CO, bildet, wird die Hohe des Oelniveaus verschieden, die 
durch Ausschieben des Spritzenstempels wieder ausgeeglichen wird. 
Man lest den Stand des Stempels, wodureh die Entwicklung von 
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COs zeitlich verfolet werden kann. Wihrend des Versuchs wird 
der Apparat leicht geschiittelt. Wenn die Vermehrung des 
Gasvolumens 5.0 cem erreicht, wird der Hahn aufgedreht und 
zugleich wird der Stempel schnell bis zur Mark 0 cem eingedriickt, 
und nach nochmaligem Zudrehen des Hahns wird die weitere CQo- 
Bildung beobachtet. In den folgenden Tabellen wird COs in cem 
angegeben, die unter den oben erwiihnten Bedingungen durch die 
einem bestimmten Gewicht Ebios entsprechende Fermentlésung in 
10 Minuten entwickelt wurde. 4.0cem Glycerinextrakt (=0.8 ¢ 
Ebios), 5.0cem Bleisaft (=0.67¢@ Ebios) oder 6.0 ecm Wasser- 
extrakt (=1.2¢ Ebios) habe ich zum Versuch gebraucht. Die 
Veradnderung des Luftdrucks wurde nicht eingerechnet. 


A. Versuch tiber die Carboxylasewirkung mit dem 
Glycerinextrakt. 


Darstellung des Glycerinextrakts. 


22 Trockenhefe (Ebios) wurde mit 10 cem 50% iger Glycerin- 
losung gut umgertihrt und, wenn sonst nicht angegeben, bei 37°3 
Stunden extrahiert. Selbstgarung war lebhaft. Nach 20 Minuten 
Zentrifugieren (3000 Umdrehungen pro Min.) wurde 4.2-5 cem 
einer gelblichgetriibten Losung gewonnen. Sie wurde weiter 10 
Minuten (7000 Umdrehungen pro Min.) zentrifugiert. Der so 
dargestellte Glycerinextrakt war klar und leicht opaleszierend. 4 
ecm Glycerinextrakt wurde in den folgenden Versuchen gebraucht. 
Aktivitat der Carboxylase war bei wiederholten Darstellungen 
praktisch gleich. 


1. Haltbarkeit des Glycerinextrakts 1m Hisschrank. 


Sofort 11.3 eem 
Nach 7 Tagen 100-5; 
Nach 140 Tagen B00) 55 


2. Einfluss der Extraktionstemperatur und 
Extraktionsdauer. 
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TABELLE VIII. 


Extraktionstemperatur Extraktionsdauer COz 
: 20 3 Stdn. 10.35 cem 
30 Bs 9.05 ,, 
50 . Be ag 4.75 4, 
im Hisschrank 240%, Ooms 
% 48 ,, WOES cp 


3. Wirkung des gegen 50% Glycerin dialysierten 
Glycerinextrakts. 


Der bei der Dialyse entstandene Bodensatz wurde abge- 
schleudert und die iiberstehende Loésung wurde auf Carboxylase 
untersucht. Entwickelte COo-Menge war 11.05 cem. 


4. Wirkung des Bleisafts. 


Der Glycerinextrakt aus 2¢ Trockenhefe wurde mit 1/2 
Volumen von M/10 Bleiacetat in 50% iger Glycerinlosung zugesetzt 
und von dem Niederschlag abzentrifugiert. Die iiberstehende 
Flissigkeit (Bleisaft) betrug 5.5 cem und war gelblich und ganz 
klar. Pu der Losung war 5.2. Wirkung des Bleisafts war 1) 9.50 
eem, 2) 7.05 cem. 


5. Wirkung des dialysierten Bleisafts. 


Der gegen 50% Glycerin dialysierte Bleisaft entwickelte 8.35 
eeom COs. Als der Saft aber gegen 1% KCl dialysiert wurde, war 
die gebildete COs wie folet. 


TABELLE IX, 


Dauer der 


Dialyse 3 Stdn. 6 Stdn. 14 Stdn. 22 Stdn. 


COz 6.00 cem 5.65 com 2.00 eem 2.00 eem 


6. Wirkung des durch Acetonzusatz aus dem Dialysat des 
Glycerinextrakts oder des Bleisafts 
dargestellten Pulvers. 


Der aus 2g Trockenhefe dargestellte Glycerinextrakt und 
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Bleisaft wurden gegen 200 eem 50% ige Glycerinlésung 20 Stunden 
dialysiert und zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde 
unter Hiskihlung mit 9 Volumen Aceton versetzt und wieder 
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mittels Aceton und Ather 
getrocknet, in 50% iger Glycerinlésung suspendiert und zum Ver- 
such gebraucht. Das Pulver aus Glycerinextrakt und Bleisaft 
hbildete 8.30 resp. 7.05 cem COs. 


B. Versuch tiber die Cabroxylasewirkung des 
Wasserextrakts. 


2e¢@ Trockenhefe (Ebios) wurde mit 10 cem Wasser gut umge- 
ruhrt und bald darauf 20 Minuten (3000 Umdrehungen pro Min.) 
zentrifugiert. Die so erhaltene Losung war gelblich und getriibt. 
Dieser Rohwasserextrakt wurde weiter 5-10 Minuten (6000-7000 
Umdrehungen pro Min.) zentrifugiert. Der nur wenig opales- 
zierende Wasserextrakt betrug 6 cem. Der bei der zweiten Zentri- 
fugierung entstandene Bodensatz enthielt eine kleine Menge Hefe- 
zellen. Der frische. Wasserextrakt entwickelte 8.65 cem COs, aber 
nach 7 Tagen Aufbewahrung im Eisschrank war er unwirksam. 


1. Wirkung des im Eisschrank nut Wasser 
extrahierten Safts. 


2 Trockenhefe wurde in 10 ccm Wasser mit einigen Tropfen 
Toluol im Hisschrank 18 Stunden extrahiert, dann zentrifugiert 
und die tiberstehende Fliissigkeit wurde angewandt. 7.10 ceem COs. 


2. Wirkung des mit Essigsdure-Acetatlosung 
extrahierten Safts. 


2¢ Trockenhefe wurde mit 10ccm M/2 Hssigsdure-Acetat- 
losung (1:1) umgeriihrt und zentrifugiert. Die tberstehende 


Fliissigkeit bildete 2.50 eem COs. 


3. Wirkung des dialysierten Wasserextrakts. 


Der Wasserextrakt wurde gegen 2000 ccm destilliertes Wasser 
24 Stunden dialysiert. Das Dialysat entwickelte 1.45 cem COs. 
Als die dialysierte Lésung mit Hefekochsaft gemischt wurde, war 
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die CO2-Bildung 4.55 cem, waihrend der Kochsaft allein sich als 
unwirksam erwies. Der Kochsaft wurde dargestellt, indem 2¢ 
Trockenhefe mit 10 cem Wasser umgeriihrt, im siedenden Wasser- 
bad 5 Minuten erhitzt und dann zentrifugiert wurde. Die ganze 
Menge des klaren Zentrifugats wurde angewandt. 


4. Fraktionerung des Wasserextrakts. 


Der Wasserextrakt wurde auf die oben erwahnte Weise dar- 
gestellt. Diese Losung wurde unter Hiskiithlung mit 3 cem Aceton 
versetzt und zentrifugiert. Der dabei entstandene Bodensatz ist 
Fraktion I. Die iiberstehende Fliissigkeit war gelblich und ganz 
klar. Sie wurde dann in der Kalte mit 30 ccm Aceton versetzt 
und wieder zentrifugiert. Der Niederschlag ist Fraktion II. Die 
Fraktion I und II wurde dureh Aceton-Atherbehandeln in Trocken- 
pulver tiberfiihrt und im Exsikkator aufbewahrt. Fraktion I 
betrug 0.15 ¢ und Fraktion II 0.145 ¢. Das Pulver wurde zuerst 
mit einigen Tropfen Wasser umgertihrt, dann 5 cem Wasser darauf 
gegossen und zentrifugiert. Die unldsliche Masse war sehr gering. 
Die so erhaltene Fermentlosung war ganz klar und sehwach 
gelblich. Fraktion I bildete 1.25cem COs und Fraktion II 6.00 
cem. Die Fraktion II wurde im grossen Masstab aus 20 ¢@ Ebios 
bereitet. Sie wog 1.83 ¢. 0.18 ¢ Pulver entwickelte 6.25 cem COs. 
Nach 26 Tagen Aufbewahrung war die CO2-Bildung 5.35 cem. 


5. Einfluss des Oxalats und Fluorids auf die Carboxylase 
der Fraktion IT. 


leem 1% Oxalat oder Fluorid wurde zugesetzt. 


Mit Oxalat-Zusatz 5.65 ecm 
Mit Fluorid-Zusatz A Da ,, 
Ohne Zusatz 4.85 


” 


Ill. VeErsucu UBER DIE PHOSPHOESTERASE UND 
PYROPHOSPHATASE DER F'RAKTION II. 


Die Pufferlodsung, das Substrat und die Methode der Phos- 
phorbestimmung waren wie oben erwihnt. Wasserige Losung der 
Fraktion IT (0.23 g in 20 cem) wurde bis zu P-Freiheit dialysiert. 
Die Versuchslésung bestand aus: 5.0cem Puffer, 1.0¢em M/20 
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Glycerophosphat oder M/40 Na4yP207, 1.0 cem Fermentlésung und 
2.0cem Wasser, ausserdem 1.0cem M/20 MegCls oder 1.0 cem 


Wasser. 


TABRLEB OX. 


Versuchsdauer: 2 Stunden. 


Ph 43 7 8.3 
Phosphomonoesterase 
Ohne % 2 
Meg-Zusatz ms 
aes Ph 3.9 7 8.2 
Pyrophosphatase 
% 0 alt 0 
Ph 4.1 7 8.2 
Phosphomonoesterase 
Mit & i u = 
Meg-Zusat | 
a site le | Ph 41 7 8.4 
Pyrophosphatase 
7) 0 100 100 


Da die Pyrophosphatasewirkung bei Mg-Zusatz sehr stark war, 
wurde die Fermentlosung mit Wasser verdtinnt und die Versuche 


wiederholt. 


TABELLE XI. 


Pu wurde nach dem Versuch elektrisch ermittelt. 


Verdiinnungs-| Versuchs- 
grad dauer 
3.08 | 4.08 | 5. 5.95 | 7.03 | 8.06 | 8.28 
1 2 Stdn. Ph 0 5.07 | 5.95 
% 0 0 31 98 99 93 92 
Ph 2.92 | 3.97 | 5.08 5.77 | 6.87 | 845 | 8.65 
1/5 2 Stdn. es sid 
% 3 3 10 100 95 74 71 
Ph 5.68 | 6.89 | 7.92 | 8.92 
1/15 2 Stdn. zs as 
% OF ool ae 
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UBER DIE FERMENTATIVE LYSOLEZITHIN- 
BILDUNG. 


Yon 


KONOSUKE OGAWA. ‘ 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Director: Prof. Dr. 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 21, September 1936) 


Lezithin ist der Diglyceridphosphorsdiurecholinester und das 
lezithinspaltende Ferment wird gewohnlich Lezithase genannt. 
Aber seine Hydrolyse kann tiberhaupt sowohl an dem Glyceridrest 
unter Abspaltung der Fettsaure mit der gleichzeitigen Lyso- 
lezithinbildung wie auch an dem Phosphorsaureesteranteil statt- 
finden. Der Glyceridabbau und die Dephosphorierung werden je- 
doch dureh wesentlich verschiedene Fermente katalysiert, daher 
sollen der Glyceridabbau und die Dephosphorierung wesentlich 
ganz getrennt behandelt werden. Uber die Dephosphorierung des 
Lezithins sind schon viele Angaben vorhanden, und kiirzlich hat 
Udagawa (1935) festgestellt, dass das Lezithin durch die Phos- 
phodiesterase hydrolysiert wird, und zwar durch die Taka- 
Diesterase unter Abspaltung des Phosphorsdurecholinesters, und 
durch die Habu-Diesterase unter Abspaltune des Cholins, und der 
entstandene Monoester, Glyceridphosphorsiure oder Cholinphos- 
phorsdure, durch die Phosphomonoesterase weiter dephosphorierbar 
ist. Andererseits, seitdem Delezenne und Fourneau (1914) 
berichtet haben, dass das Lysolezithin aus dem Lezithin durch das 
Kobragift geliefert wurde, sind auch viele Untersuchungen tiber 
das lysolezithinbildende Ferment angestellt worden. 

Die Existenz der sog. Lezithase beschrankt sich nicht auf die 
Schlangengifte. Im Jahre 1932 waren Belfanti und Arnaudi 
im Stande, eine ‘‘Pankreas-Lezithase’’, die Lysolezithin hefert, aus 
Pferdepankreas herzustellen. 

Im Zusammenhang mit dem Studium im hiesigen Institut tiber 
die phosphatatische Hydrolyse des Lezithins hat der Verfasser 
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unter Leitung von Prof. Akamatsu die fermentative Lysolezithin- 
bildung untersucht. Zuerst habe ich das Ferment aus Pferde- 
pankreas dargestellt, das Ferment war aktiv, aber bei der Dar- 
stellune wurden solche Unbequemlichkeiten erfahren, wie 1) das 
Binengen des Wasserextrakts wurde wegen des grossen Eiweiss- 
eehalts durch starkes Schiumen erschwert, 2) bei wiederholtem 
Auflésen und Alkoholfallen blieb jedesmal eine massige Masse 
ungelést und das endlich erfolgte schuppige Praparat war zwar 
vollstiindig léslich doch nur langsam und seine Wirkung war nicht 
so stark wie erwartet. Daher wurde das Darstellungsverfahren, 
wie im experimentellen Teil angegeben, etwas modifiziert, und ein 
leicht lésliches Pulver wurde hergestellt, dessen lysolezithin- 
bildendes Vermoégen sehr stark war. Die folgenden Versuche 
wurden mit diesem Praparat ausgefthrt. 

Zuerst habe ich das Ferment auf 0.125% Lezithin in physio- 
logischer Kochsalzl6sune bei Pu 7.0 einwirken lassen. Nach ein- 
stiindiger Kermenteinwirkung zeigte die Hydrolysemischung, die 
das Ferment in 0.033% enthielt, soleh starke hamolytische Eigen- 
schaft, dass sie, mit gleichem Volumen 2% Hrythrocytensuspension 
gemischt, die Zellen schon in 2 Minuten vollstandig léste. Nach 
3 Stunden erzeugte das Ferment selbst in 0.008% Endkonzentra- 
tion so viel Lysolezithin, dass die Erythrocyten unter gleicher 
Bedingung schon in 5 Minuten komplett aufgelést wurden (Tabelle 
Ds 

Das Fermentpulver, falls im Exsikkator aufbewahrt, behielt 
seme Aktivitat monatelang fast unverindert, aber in Lésung 
biisste das Ferment, selbst im Eisschrank, allmahlich seine Wir- 
kung ein und nach einer Woche war eine betrichtliche Abschwi- 
chung bemerkbar (Tabelle I). 

Die optimale Aziditaét ist nach meisten Autoren bei Pu 6.5— 
7.5. Nach Levene, Rolf und Simms (1924) bleibt das Kobraeift 
im Pu-Bereich von 6.5-7.5 aktiv, jedoch biisst es seine eesamte 
Aktivitét bei Pu 8.0 ein. Fiir das Ferment des Pankreas haben 
Belfanti und Arnaudi (1932) auch Pu-Optimum bei 6.8-7 beo- 
bachtet. Hughes (1935) untersuchte mittels physiko-chemischer 
Methode die Geschwindigkeit der Hydrolyse des monomolekuliren 
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Films von Lezithin zu Lysolezithin durch Schlangengifte und 
fand das Pu-Optimum bei Px 7.3. Aber in vorliegendem Versuch 
fand die maximale Hydrolyse nach 1 stiindiger Fermentwirkung 
bei Pu 9.4 statt, und bei steigender Aziditét nahm die Lysolezi- 
thinbildung allmahlch ab, dagegen schnell bei abfallender Aziditit 
(Tabelle Il). Bei den Hamolyseversuchen wurde die Hydroly- 
semischung selbstverstandlich vorher isotonisch neutralisiert. Ich 
habe die Pu-Abhangigkeit der Lezithase mittels des hamolytischen 
Vermogens beurteilt, aber wenn man voraussetzt, dass das einmal 
gebildete Lysolezithin in irgendeiner Aziditaét weiter schnell 
zersetzbar ist, so wird das so ermittelte Optimum nicht immer 
richtig sein. Darum wurde ein moeglicher Lysolezithinabbau in 
verschiedener Aziditat untersucht. Das hierbei gebrauchte Lysole- 
zithin wurde durch Hydrolyse des Lezithins mit demselben Ferment 
bereitet und selbst seine 0.002“ ige Losung vermochte in wieder- 
holten Versuchen gleiches Volumen 2“%iger Ziegenerythrocyten- 
aufschwemmung sofort oder spatestens binnen 30 Sekunden vollig 
zu hiimolysieren. Wie aus der Tabelle III ersichtlich, behielt eine 
verdiinnte Lysolezithinlosunge nach 6 und 9 sttindiger Ferment- 
wirkune noch in allen Fallen das hamolytische Vermodgen, und 
selbst nach 21 stiindiger Fermentwirkune blieb es bei PH<7.4 
unverandert, aber bei Pu 9.6 und 8.1 war eine starke Inaktivierung 
bemerkbar. Aus diesem Resultat kann man die Lage von dem 
Optimum der Lysolezithinbildung als Pu 9.4 aussprechen. 

Die Frage ist nun, ob die Lezithase als die Muttersubstanz des 
Lysolezithins auswahlend a- oder /-Lezithin bevorzugt, und ob ein 
hamolytiseh wirksames Produkt auch aus Kephalin durch Pan- 
kreaslezithase geliefert werden kénnte. Bei dem Versuch mit a- 
oder /-Lezithin wurde aber kein Unterschied gefunden. Uber 
das Lysokephalin hat Levene(1924) zuerst untersucht. Er konnte 
das Cobralezithid aus Eigelb in Lysolezithin und Lysokephalin 
fraktionieren. Dieses Lysokephalin zeigte hamolytische Wirkung 
aber dreimal schwacher als die des Lysolezithins. Magistris 
(1929) hat dagegen ein ausserst schwaches hamolytisches Vermogen 
des Lysokephalins gefunden, das auch einer Verunreinigung mit 
Lysolezithin zugeschrieben werden sollte. 
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Ich habe Kephalin aus Higelb hergestellt. Hs war eholinfrei. 
Die lésliche Pankreaslezithase bildete aus diesem Kephalin ein fast 
gleich himolytisch wirksames Produkt wie aus dem Lezithin 
(Tabelle IV). 

Da sowohl das Lezithin wie auch das Kephalin fermentativ 
in Lysokérper iiberfiihrbar sind, ist das Vorhandensein der un- 
gesittigten Fettsiure im Phosphatidmolekiile unbedingt notig ftir 
das Entstehen der Lysokérper? Uber diese Frage ist die Angabe 
von Contardi und Latzer (1928) vorhanden, dass das von Grun 
und Limpacher (1926 u. 1927) synthetisch hergestellte Disteary]- 
Lezithin von Schlangengift nicht angegriffen wird. Ich habe das 
Hydrolezithin durch Hydrierung des Eigelblezithins mittels 
Palladiumschwarz hergestellt und die Pankreaslezithase darauf in 
eleicher Weise, wie oben erwahnt, einwirken lassen. Hierbei wurde 
auch eine hamolytische Substanz produziert, und bei Pu 7.0 viel 
leichter als aus dem Lezithin (Tabelle V), aber die maximale 
Hydrolyse fand nicht bei Pu 9.4, sondern bei 9.1 statt (Tabelle 
VI). Im Gegensatz zum Hydrolezithin vermochte das Bromle- 
zithin keineswegs eine haimolytische Substanz zu liefern. 

Der Einfluss der ausseren Bedingungen auf die Stabilitat des 
Ferments wurde dann untersucht. Seine Hitzebestandigkeit ist 
ausserordentlhch charakteristisch. Schon Flexner und Noguchi 
(1901) haben die hohe Thermostabilitaét des Kobragifts anerkannt, 
und auch Hughes (1935) beobachtete, dass die Schlangengifte bei 
Pu 5.9 andauerndes Kochen vertragen, wahrend sie bei PH>7 
durch Siedehitze rasch zerstort werden. Hinsichtlich der Pan- 
kreaslezithase liegt nach Belfanti und Arnaudi (1932) die 
Jnaktivierungstemperatur fiir Pu-Bereich zwischen 5.7 und 7.6 bei 
58-60°. Um die Stabilitét in verschiedener Aziditit zu unter- 
suchen, habe ich die Fermentlésungen in verschiedener Aziditit 
bei 60° 30 Minuten lang erwirmt, dann bei Pu 7.0 auf Lezithin 
einwirken lassen. Eine Aktivitaitsabnahme war vorhanden, aber 
unter dieser Bedingune blieb der Einfluss der Aziditit sehr serine 
und nur bei Pu 9 wurde eine weiter fortgeschrittene Inaktivierung 
beobachtet (Tabelle VII). Als dagegen die Fermentlésung bei 37° 
18 Stunden stehen lassen wurde, war die Pu-Abhingiekeit der 
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Stabilitat deutlich bemerkbar. Das Ferment war am stabilsten bei 
Pu 4.6, bei PH>7.0 wurde es unwirksam (Tabelle VIII). Daher 
kann man sagen, dass die Pankreaslezithase prinzipiell in gleicher 
Weise wie das Schlangenferment in schwach sauerer Reaktion 
bestandiger ist als in alkalischer Reaktion. Bei vorigem Experi- 
ment hat man beobachtet, dass das Ferment bei weitem Pu-Bereich 
dem 30 miniitigen Erhitzen auf 60° ziemlich gut widersteht. Der 
Temperatureinfluss wurde dann untersucht. Das in physiologischer 
Kochsalzlosung geloste Ferment reagierte schwach sauer und PH 
war 5. Hat man 0.5“%ige Fermentlosung in physiologischer Koch- 
salzlosung auf 40, 50, 60, 80 oder 100° 30 Minuten lang erwirmt, 
und je auf Lezithin bei 37° einwirken lassen, so war es bei dem 
Hamolyseversuch bemerkbar, dass die Fermentaktivitét wohl mit 
steigender Temperatur etwas abgeschwacht wurde, aber selbst 100° 
Erhitzen konnte das Ferment nicht total inaktivieren (Tabelle IX). 
Dabei wurde gleichzeitig erhoben, dass die Lipase, deren Existenz 
in dem Praparat durch Versuch mit Olivenol und Tributyrin 
vorher bewiesen war, durch halbsttindige Erhitzung auf 60° ihre 
Wirksamkeit vollkommen eingebiisst hat (Tabelle X). Darauf 
werde ich noch zurtickkommen. Liess man diese bei 60° 30 Minuten 
lang erhitzte Fermentlosung in physiologischer Kochsalzlésung auf 
das Lezithin 1 Stunde einwirken, so fand die maximale Hydrolyse, 
nach isotonischer Neutralisation, mit Hilfe von Hamolvseversuch 
gepriift, auch bei Pu 9.4 statt, wie es mit dem nicht erhitzten 
Ferment der Fall war (Tabelle XI). 

Wir konnen daher aussprechen, dass das PH-Optimum der 
Lysolezithinbildung bei Pu 9.4 liegt. Das Ferment ist am stabilsten 
bei Pu 4.6, aber am wirksamsten, solange die Inaktivierung nicht 
stattfindet, bei Pu 9.4. Beide Optima stehen gerade beiderseits 
des Neutralpunkts. Bei langdauernden Versuchen wie bei der 
Darstellung des Lysolezithins kommt daher sicher die Inaktivierung 
des, Ferments durch die alkalische Reaktion und damit eine gerin- 
gere Ausbeute an Lyzokorper bei Pu 9.4 als bei neutraler Reaktion 
in Betracht. 

Die Fermentlosung kann man dialysieren ohne Abschwachung 
im Vergleich mit der wahrend derselben Zeitdauer  stehen 
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gelassenen Losung. 

Ich méchte hier noch hinzufiigen, dass die fermentative 
Lysolezithinbildung in keinem Fall von CaCle, KCN, NaF oder 
Urethan in M/100 Endkonzentration beeinflusst wird. 

Wenn man dazu bemerkt, dass das Ferment in Wasser loslich 
ist und die Lésung sowohl Dialysieren wie auch kurzzeitiges 
Erhitzen vertrigt, scheint eine solehe Herstellung der Ferment- 
lésung méglich, wie auch dass der Wasserextrakt des Pankreas 
kurz erhitzt, das Filtrat konzentriert und weiter ndotigenfalls 
dialysiert werden kénnte. Dies war aber nicht der Fall. Mit der 
grossen Menge Eiweisskoagula musste das Ferment inaktiviert und 
niedergeschlagen worden sein. Ich konnte andererseits beweisen, 
dass das Ferment bei Extrazusatz von Hieralbumin durch Erhitzen 
stark inaktiviert wird. 

Es kommt nun die Frage, ob die Pankreaslezithase irgendeine 
Beziehung zu der Lipase habe. Wie schon oben angegeben, konnte 
ich beweisen, dass die Pankreaslezithase durch Erhitzen ohne 
betrachtlichen Verlust an ihrer Aktivitaét lipasefrei gemacht wird. 
Das bedeutet ohne weiteres, dass fiir die Lysolezithinbildung die 
Lipase im engeren Sinne nicht unbedingt Anteil zu nehmen 
braucht. Aber umgekehrt soll die Lipase selbst das Lezithin in 
Lysolezithin tiberzufiihren im Stande sein? Ich habe Pankreas- 
lipase nach dem Adsorptionsverfahren von Willstatter gereinigt 
und konnte beobachten, dass diese Fermentlosung aus dem Lezithin 
keine hamolytisch aktive Substanz zu liefern vermag. Contardi 
und Latzer (1928) haben mitgeteilt, dass die Ricinuslipase das 
Lezithin unter manchen Versuchen nur in einem einzigen Fall in 
Lysokorper abbaute, wahrend in allen iibrigen Fallen die Bildung 
des hamolytisech aktiven Produkts niemals beobachtet werden 
konnte, weil der enzymatische Prozess weiter bis zur vollstiindigen 
Hydrolyse’des Ausgangsprodukts gegangen sein sollte. 

Ob die Lipase tiberhaupt das Lezithin abzubauen im Stande ist. 
muss also untersucht werden. Das Experiment verlief negativ. 
Die gereinigte Pankreaslipase verursachte keine freie Fettsiure- 
bildung aus Lezithin, die alkalimetrisch zu beweisen wire, und 
ausserdem konnte das reine Lysolezithin selbst in verdiinnter 
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Losung bei Pu 8.9 mit der Lipase ohne merklichen Verlust an 
seinem hamolytischen Vermégen 4 Stunden lang bei 37° aufbewahrt 
werden (Tabelle XII). Nach dem obigen Resultat konnen wir 
sagen, dass das lysolezithinliefernde Ferment ein spezifisches und 
einheithches Ferment ist und von der Lipase scharf abgetrennt 
werden muss. Andererseits ist es klar von der Phosphatase ver- 
schieden, die das Phosphatid dephosphoriert. Daher mdodchte ich 
mit Udagawa (1935) vorschlagen, dass das Ferment, das im 
allgemeinen auf das Phosphatid in soleher Weise einwirkt, dass 
ein Molektil Fettsaure daraus abgespaltet wird, Phospholipase 
genannt werden soll. Die weitere Fettsaureabspaltung habe ich 
nicht untersucht. Wie oben erwahnt, habe ich nach lang dauernder 
Wirkung der Pankreaslezithase bei alkalischer Reaktion den 
Schwund von hamolytischem Vermédgen des Lysolezithins beo- 
bachtet. Diese Inaktivierung mag mit der weiteren Abspaltung 
der Fettsiure zusammenhingen, aber sie soll nicht ohne weiteres 
solecher Hydrolyse zugesechrieben werden, weil das gebrauchte 
Fermentpraparat auch Phosphodiesterase enthielt und daher ein 
eventueller Abbau am Phosphorsdureesteranteil nicht ausgeschlo- 
ssen werden kann. 

Die Phospholipaselosung lost ohne Lezithin Erythrocyten nicht 
auf. Es hanet teils mit der Schwerpermeabilitat des Ferments 
dureh das Zellmembran zusammen. Aber als ich das Ferment auf 
die isolierte Lezithinfraktion des Serums und der Erythrocyten 
von Ziege, Kaninchen und Meerschweinchen einwirken liess, wurde 
beobachtet, dass keine hamolytische Substanz aus der Lipoidfrak- 
tion des Ziegenblutes gebildet wurde, wahrend dieselbe Fraktion 
von Meersehweinchen unter gleicher Bedingung einen Lysokorper 
lieferte, der besonders aktiv war gegen eigene Blutzellen (Tabelle 
XIII). Die Frage wie die Differenz zwischen den Lipoidfraktionen 
je nach verschiedenen Tierarten hinsichtlich der Lysolezithin- 
bildung zustande kommt, ist zukiinftiger Untersuchung vor- 
behalten. 
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JXXPERIMENTELLER TEIL. 
I. Ferment. 

A, Pankreaslezithase: Frisches Pferdepankreas wurde zer- 
hackt, gut gemahlen, und mit gleichem Gewicht Wasser tiber Nacht 
in den Hisschrank gestellt. Das klare Zentrifugat wurde mit 13 
fachem. Volumen 96% <Alkohol vermischt. Den entstandenen 
Niederschlag wusch man zweimal mit absolutem Alkohol und trock- 
nete darauf mit Ather. Das nun pulverige Ferment wurde in 
Wasser gelést und nach Entfernung der unloslichen Masse wurde 
die klare Losung mit Alkohol gefallt, wie zuvor, und zu Pulver 
getrocknet. Das Verfahren wurde noch zweimal wiederholt. Das 
endlich erhaltene Pulver war in Wasser leicht lésheh und reagierte 
schwach sauer. Die neutralisierte Losung dieses Pulvers in physio- 
logischer Kochsalzl6sung diente zur Untersuchung. Zum Versuche 
auf die Haltbarkeit des Ferments habe ich 0.5%ige Losung in 
physiologischer Kochsalzlésung ohne vorheriger Neutralisation in 
den Hisschrank gestellt, und gleich vor der Anstellune des Ver- 
suchs wurde die Stammlosung verdtinnt. Zur Priifung der Hitze- 
bestandigkeit erhitzte man die Fermentlésung in physiologischer 
Kochsalzlosung am Wasserbade von verschiedener Temperatur. 
Falls Niederschlag dabei entstanden war, wurde die tiberstehende 
Flussigkeit als Ferment gebraucht. 

B. Gereinigte Pankreaslipase: Sie wurde nach Willstitter 
und Waldschmidt-Leitz (1922) aus Pferdepankreas durch Ad- 
sorptionsverfahren mit Tonerdesuspension Sorte B_ hergestellt. 
0.5cem Lipaselosung bewirkte eine 7.2%ige Spaltune des vor- 
_handenen Olivendls gemiéss der Versuchsanordnung yon W ill- 
statter, Waldschmidt-Leitz und Memmen (1922). 


IT, Die Substrate. 


Lezithin wurde nach Sueyoshi (1931) aus Higelb dargestellt. 
a- und p-Lezithin: lLezithin wurde in Cadmiumdoppelsalz 
uberfithrt, mit warmem <Aceton nach Suzuki und Yokovama 
(1930) in a- und £-Verbindung fraktioniert und durch Zersetzune 
jedes, Salzes mit alkoholischem Ammoniak wie tiblich in freies 
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Lezithin zurtickgefiihrt. Die frische neutralisierte Lezithinemul- 
sion in physiologischer Kochsalzlésung diente zur Untersuchung. 
Hydrolezithin wurde nach Levene und West (1918) aus Lezithin 
dargestellt und aus Methylathylketon umkrystallisiert, Schmelz- 
punkt 235°. Es ist in Wasser unléslich, 0.1%ige Suspension in 
10%-igem Alkohol wurde so hergestellt, indem man 1.0%ig¢e Lésung 
im warmen Alkohol mit 9 fachem Volumen warmen Wassers ver- 
setzte. Da die Suspension bei Abkiihlen oder Salzzusatz zur 
Fallung neigt, musste sie méglich bald nach der Herstellung zum 
Versuch gebraucht werden. Bromlezithin wurde nach Levene 
(1926) aus Eigelblezithin dargestellt und sowohl die Aceton- wie 
die Alkoholéshehe Fraktion wurde wie beim Versuch mit Hydro- 
lezithin in Wasser suspendiert. 

Lysolezithindarstellung war wie folet. 3.0¢@ Higelblezithin in 
300 ecm M/15 NasHPO, wurde mit 1.5¢@ Ferment, 1.0 cem Toluol 
und, um Px des Gemisches zu 7.6 anzustellen, mit geringem Natron 
versetzt und bei 37° 40 Stunden aufbewahrt, weil das hamolytische 
Vermogen nach 40 Stunden nicht mehr anstieg, dann wurde die 
Hydrolysemischunge nach Iwata (1931), der die Levenesche 
Methode verbessert hat, behandelt. Ausbeute des rohen Lysole- 
zithins war 0.5g. Aus Pyridin zweimal umkrystallisiert, bildete 
Lysolezithin Aggregate von feinen Nadeln. Kephalin wurde nach 
Fiseher und Hecht (1934) aus Higelb hergestellt, in seinem 
Salzsiurehydrolysat war kein Cholin nachweisbar. Cholinbestim- 
mung nach Roman (1930). Blutlipoidfraktion, die aus Petrol- 
atherlosung dureh Aceton und Magnesiumchlorid fallbar ist, wurde 
nach Bloor (1929) aus Serum und gut gewaschenen Erythrocyten 
bereitet und die atherische Losung wurde abgedampft, und der 
Riickstand in physiologischer Kochsalzlosung von urspriinghchem 
Volumen des‘ extrahierten Blutes emulsiert. Organischer P wurde 
in aliquotem Teil nach Fiske und Subbarow (1925) bestimmt 
und der Lipoidgehalt wurde als Lezithin in mg/dl ausgerechnet. 
Ob die Extraktion des Phospholipins dabei quantitativ vonstatten 
gvegangen ist, méchte ich spaiterer Untersuchung vorbehalten. 
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Ziege Kaninchen Meerschweinchen 
Erythrocyten 59.5 115.6 70.5 
Serum 140.0 101.5 24.0 


Ill. Versuchsanordnung. 


Die Pufferlésung war isotonische Veronal-Acetat-Salzsaure von 
Michaelis (1931) und M/7 Glykokoll-Natron, die aus M/7 Glyko- 
koll in 0.425% iger Kochsalzlésung und M/7 Natron in 0.85 %iger 
Kochsalzlésung besteht. Pu elektrometrisch. In den nachstehen- 
den Tabellen wurde die Zusammensetzung des Versuchsansatzes 
einzeln angegeben. 2%ige Aufsechwemmung der viermal 
gewaschenen Ziegenerythrocyten in physiologischer Kochsalzlosung 
wurde gebraucht, wenn sonst nichts Besonderes angegeben ist. Als 
die Hydrolyse in verschiedener Aziditaét untersucht wurde, stellte 
ich die Aziditat der Hydrolysemischung bei Veronalpuffer durch 
Zusatz einer berechneten Menge von M/10 Salzsaure oder Natron 
in physiologischer Kochsalzlosung zu Pu 7.0 um; Glykokoll-Natron- 
puffer neutralisierte man mit der dem Natron 4quivalenten Menge 
von M/7 Salzsaure. Die neutralisierten Losungen wurden weiter 
mit Veronal-Acetat-Salzsaure von Pu 7.0 auf ein bestimmtes 
Volumen verdiinnt. Hydrolyseversuch wurde bei 37° und, wenn 
sonst nichts angegeben, bei Pu 7.0 ausgefiihrt und das haimolytische 
Vermogen wurde bei Zimmertemperatur gepriift, indem die 
Hydrolysemischung mit gleichem Volumen 2% LErythrocyten- 
suspension gemischt und die Zeit der totalen Hamolyse bemessen 
wurde. Bei einigen Versuchen habe ich den Grad der Hiamolyse 
nach bestimmter Zeit bemessen. Das beobachtete Resultat wird in 
den Protokollen wie folgt angegeben: vollstindige Hamolyse iit, 
starke +, mittelstarke +, schwache +, spurige -- und negative —. 


ERGEBNISSE. 


I. Aktivitat des Ferments (Tabelle I). 


1% Lezithin 0.5 eem 
Fermentlésung (1: 500-1: 12000) In 5 Pu 7.0 
Pufferlosung 0.5, 


” 
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Nach 1-3 stiindiger Fermentwirkung wurde 1.0 eem davon mit 
gleichem Volumen 2% Blutzellenaufschwemmung gemischt. Zeit 
der Totalhamolyse wurde bei Zimmertemperatur beobachtet. 

Dieselbe Stammldsung des Ferments wurde im Hisschrank 7 


Tage aufbewahrt, um ihre Haltbarkeit in gleicher Weise zu unter- 


suchen. 
TABELLE I, 

“\_Endkonz. d. 

\ Ferm. at 1 il 1 if Bina 
aS 1000 | 3000 | 6000 | 12000) 24000) Ferment 

lysedauer a 
frische 1 Std. ake 2° 60’ 4° Ome = 
Fermentlésung 3 Stdn. iM i ay Ay 60° — 
nach 7 Tage 1 Std. ay oe 20° |} — — — 
Aufbewahren 3 Stdn. 3’ 4’ 30’ 20°) = — 


II. Lysolezithinbildung in verschiedener Aziditat 
(Tabelle IJ). 


2% Wezithin 0.5 eem 
Fermentlosung (1: 100) Osi sy 
Pufferlosung oO) 5, 


Die Hydrolysemischung wurde nach 1 stiindiger Ferment- 
wirkung isotonisch neutralisiert und mit Pufferlosung von Pi 7.0 
auf 12.0 cem aufgefiillt. Hamolyseversuch mit 1.0 cem davon-+ 1.0 
ecm 2% Blutzellensuspension. 


TABELLE II. 


Pu Don eLOs Osta, 9-41), 8:9) 8:4 | 8.2 


Totalhamo- 9° 557 37 1? 130” 3/30” 13° 30 rs 60’ 1°95’ 2°26" 


lyse nach 


III. Inaktivierung des Lysolezithins bei Lezithasewirkung 
(Tabelle III). 
0.05% Lysolezithinlosung in M/7 NaCl alsa) 
Fermentlésung (1: 100) 1105) a. 
Pufferlosung 7.5 
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Nach 6-21 stiindiger Fermentwirkung wurde davon 1.4 ccm 
abpipettiert, isotonisch neutralisiert und mit Pufferl6sung von Pu 


7.0 auf 1.8cem aufgefiillt und dann mit gleichem Volumen 2% 


Blutzellensuspension gemischt. Der Grad der Hamolyse wurde 


nach 2 Minuten beobachtet. 


' 


TABELLE III. 


Myre a PH. 
soe | 9.6 8.2 7.4 6.1 4.9 
Lezithasewirk. ~~ 
Se ee : 6S 
6 Stdn. llr llr ilk All Allt 
Ys | ll alli ail lr Air 
21S; = ae Al ll Al 


IV. Vergleichende Lysokorperbildung aus Eigelblezithin wnd 
Eigelbkephalin (Tabelle IV). 


0.0125-0.1% Lezithin- oder Kaphalin 


in M/7 NaCl 0.5 eem ) : 
0.2% Fermentloésung OS PH 7.0 
2% Blutzellenaufschwemmung UD) i 


Das Gemisch wurde am Wasserbad von 37° erwérmt und die 
Zeit der Totalhaimolyse wurde beobachtet. 


TABELLE IV. 


Endkonz. d. ; i . : 
Saiatrate 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 
bei Kephalin 30’ 40 90’ +nach 2 Stdn. 


bei Lezithin 30’ 40’ 60’ ifnach 2 Stdn. 


V. Vergleichender Versuch der Lysolezithinbildung aus 
Hydrolezithin wnd Lezithin (Tabelle V). 


0.1% Hydrolezithin- oder Lezithin-Suspension 


in 10% Alkohol 1.0 com 
Fermentlosung in destilliertem 
Wasser (1: 150) Oe Ped 


Pufferlosunge* 9 
- ” 
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* 5.0 eem M/7 Veronal-Acetatlésung + 6.0 cem N/10 HC1+14.0 eem Wasser. 
Zusatz von 2.0 cem 8.5% NaCl nach Michaelis wurde in diesem Fall absichtlich 
weggelassen. 

Nach 1 stiindiger Fermentwirkung wurde davon 0.9 cem ab- 
pipettiert und mit 0.1 eem 8.5% NaCl versetzt. Hamolyseversuch 
mit 1.0cem davon+1.0 ceem 2% Blutzellenaufschwemmung. 


TABELLE V. 
Substrat Lezithin Hydrolezithin 
Totalhaimolyse nach 14’ 4’ 


VI. Hydrolezithinspaltung bei verschiedener Aziditit 
(Tabelle VI). 


1% Hydrolezithin in 10% Alkohol 1.0 eem 
Fermentloésung in destilliertem Wasser (1: 100) IO) 4 
Pufferlésung 2.9 5) 5 


Nach 3 stiindiger Fermentwirkung wurde davon 0.9 ecm ab- 
pipettiert, nach isotonischer Neutralisation auf 3.0 cem mit Puffer- 
losung von Px 7.0 aufgefillt und mit 3.0 cem 2% Blutzellensuspen- 
sion gemischt. 


a PH 
Giada. 10.3 9.6 9.1 8.2 7.4 7.0 6.1 | 5.0 3.6 
Hamolyse } 


nach 30’ — ae st 
nach 60’ _- + Tit 


TABELLE VI. 


* + 
e 
+ Ht 
\t 

Ht 

| 


VII. Stabilitat der Lezithase in verschiedener Aziditat 
bet 60° (Tabelle VII). 


Fermentlosung (1: 250) 0.5 eem 
Pufferlésung Oar Be 

Nach 30 miniitigem Erhitzen wurde jede Probe neutralisiert 
und mit Puffer auf 2.0 cem aufgefiillt. 1.25 cem davon wurde auf 
0.25 eem 1% Lezithin 1 Stunde lang bei Pu 7.0 einwirken gelassen 


und dann mit 1.5 cem 2% Blutzellensuspension gemischt. 
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TABELLE VII. 
PH | 56 6.0 7.0 8.4 9.0 | ohne Erhitz. 
nach 10’ ee } + + sth Ait 
nach 30’ ain tik =f 6 Ot ii tt 


VIII. Stabilitit der Phospholipase in verschiedener 
Agiditat (Tabelle VIII). 
Fermentlésung (1: 200) 0.25 eem 
Pufferlosung von verschiedenem PH OFS Ole 
Nach 18 stiindigem Aufbewahren bei 37° wurde jede Probe 
isotonisch neutralisiert und mit isotonisehem Michaelispuffer von 
Pu 7.0 auf 1.75 cem aufgefiillt. Die Lésung wurde je mit 0.25 cem 
1% Lezithin versetzt. Hndkonzentration des Ferments war also 
1:1600. Nach 1 stiindiger Fermentwirkung bei 37° wurde zu der 
Hydrolysemischung 2cem 2% Erythrocyten zugesetzt. Frisch 
bereitete Fermentlosung war bei 1:1600 Endkonzentration so aktiv, 
dass totale Hamolyse in 4 Minuten beobachtet wurde. 


TABELLE VIII. 


iehar 10.1 9.7 8.2 7.4 GL -6 4.6 3.2 
Totale 
Hamolyse || >24° | >24° | >24° 24° 22! 2Y WS |; 32? 
nach } 


IX. Stabilitat der Fermentlésung bei verschiedener 
Temperatur (Tabelle IX). 
Fermentlosung (1:200 und 1:400) wurde 30 Minuten bei 


unten angegebener Temperatur erhitzt und die folgenden Versuche 
wurden angestellt. 


1.0% Lezithin 0.5 ecm 
Fermentlosung One, 
Puffer (PH 7.0) 2.0 


” 


Nach 1 stiindiger Fermentwirkung wurde jede Probe mit 2% 
Blutzellenaufschwemmung gemisceht. 
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TABELLE IX. 


Temperatur 
Vor ° ° ° ° ° 
Erhitzung 40 50 60 80 100 
Fermentlés. ee 
1:200 2’ 3” 3” 6’ 30’ On 
1:400 4’ ‘nes 15’ 20’ 60’ / 


X. Lipasewirkung des aktiven Pulvers (Tabelle X). 
A. Versuch mit Pributyrin. 


Gesattigte Tributyrinlésung im 
M/54 Phosphatgemisch von PH 7.6 10.0 com | bei 22° 
Fermentlésung ES 


Stalagmometrische Bestimmung nach Rona und Michaelis 
(1911) ; Wasserwert der Tropfpipette=89 Tropfen. 


TABELLE X A, 


Bei 60° 30 M. 


Nicht erhitztes Ferment erhitzes 
Ferment 
Konz.d. Ferm. | 1:100 1:500 1:1000 | ohne Ferm. 1:100 
Sofort 119 119 11g fF 199 119 
Nach 30 Min. 99 110 110 119 119 
Nach 60 Min. | 93 104 Y= 105 ( 119 119 


B. Versuch mit Olivendl nach Willstatter, 
Waldschmidt-Leitz und Memmen (1923). 


TABELLE X B, 


0.5 cem Pankreaslipase 7.2% TWydrolyse 


1.0 cem 1% Pankreaslezithase 5.2% F 


1.0 eem bei 60° 30 Minuten 
erhitzte 1% Pankreaslezithase Keine Hydrolyse 
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XI. Optimum-Bestimmung mit bei 60° 30 Minuten erhiteter 
Fermentlosung (Tabelle XT). 


2% Lezithin 0.4 cem 
Fermentlosung (1:75) MAS) ep 
Pufferlosung >. Oe 


Fermentwirkung bei 37° 1 Stunde. Nach isotonischer Neu- 
tralisation wurde jede Probe mit Pufferlosung von Pu 7.0 auf 
11.0 cem aufgefiillt. Hémolyseversuch mit 1.0 cem davon +1.0 cem 
2% Blutzellenaufschwemmung. 


TABELLE XI. 


12st 11.5] 10.1} 9.7 | 9.4] 8.9) 8.4] 82] 7.0] 68] 62] 49] 3.6 


Ciao we 25° 99’ |6’10"| 5’ 6’ | 14’) 237 50’ 70’ | 85’| 120’| > 9° 


XII. Wirkung der Pankreaslipase und Pankreaslezithase auf 
Lysolezithin (Tabelle XII). 


Lysolezithin (1: 800) 2.0 cem 
Pankreaslipase oder 1% Pankreaslezithase 0.5 ,, PH 8.9 
Pufferlosung LEY op 


Nach 1-4 sttindigem Hydrolyseversuch wurde 0.5 cem davon 
abpipettiert und nach isotonischer Neutralisation mit Pufferlosung 
von Pu 7.0 auf 10.0 ccm aufgefiillt. Hamolyseversuch mit 1.0 cem 
davon+1.0 cem 2% Blutzellenaufschwemmung. 


TABELLE XII, 


Ferment 
Denes Ohne Ferment Lipas@ Lezithase 
der Hydrolyse 
Sofort 35” 35” 35” 
Nach 1 Std. 40” 45” 40” 
Nach 4 Stdn. 45” By ake 


XII. Hydrolyse der Blutlipoidfraktion durch Pankreas- 
lezithase (Tabelle XIII). 


Lipoidfraktion 2.0 cem 
Fermentlésung (1:300) UO" Pu 7.0 
Pufferlésung a WO 
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Nach 1 stindiger Fermentwirkung wurde 1.0 ccm von jeder 
Probe mit 1.0cem 2% Ziegen- oder Higenblutzellensuspension 
gemischt. 


TABELLE XIII. 


Tierarten Ziege Kaninchen Meerschweinchen 

Erythrocyten | Serum | HBryth. Serum Eryth. Serum 

pe een | eee a 

en Sees || oe 
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Since the discovery of insulin by Banting and his associates 
(1921) it has been frequently employed in the treatment of meta- 
bolic disturbance in general, especially in carbohydrate. But many 
experiences on diabetic patients have proved that the questions of 
the effect of the different constituents of the diet are of highest 
importance even when treating diabetes with insulin. 

In 1922 Kageura has found by his careful investigations on 
dogs and non-diabetic persons that protein-fat diet causes a lower- 
ing of the faculty of the organism to assimilate carbohydrate— 
similar observations have been made by Staub (1922), Porges 
and Adlersberg (1926), Frank and Leiser (1929)—but it is 
recovered if carbohydrate is added to the same diet; in other words, 
either protein or fat, in the carbohydrate metabolism, is antagonized 
by carbohydrate. He has furthermore shown that there exists a 
definite ratio, in that case, between the amount of protein or fat 
on one side and the amount of carbohydrate on the other side. 
These findings were amply confirmed later by other investigators 
(Lee, Mori 1933, Matsuoka 1935). Especially Mori has shown 
by his detailed investigations that this Kageura’s law can be 
applied also to mild cases of human diabetes. That is suitable to 


* One part of this article was reported in the thirty-second annual meet- 
ing of the Japanese Society of Internal Medicine (held at Osaka, Japan, April 


123, 1985). 
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throw light on the questions of dietary regulation of diabetes. 

Since a long time ago it has been observed that diabetes, the 
essence of which is in the disturbance of the carbohydrate meta- 
bolism, is frequently associated with some abnormality of the fat 
metabolism, such as lipemia, acidosis etc. These clinical experiences 
lead us to suppose an intimate connection between carbohydrate 
and fat metabolism, and on this point many serious studies have 
been made by clinicians and also by biochemists. But the question 
remains still open. Here it seems to me that the protein-fat diet 
is a favorite subject for study in this field. So in a series of my 
present experiments I have supplemented Kageura’s observations 
on carbohydrate metabolism by investigating the influence of 
protein-fat diet—especially carbohydrate-free high-fat diet—upon 
fat metabolism. ‘ 


1. The influence of high-fat diet wpon the fat and glycogen 
content in the liver and its relation to preceding 
carbohydrate intake. 


For many investigators the content of fat and glycogen in 
the liver is a main theme in the studies of fat-carbohydrate meta- 
bolism and my attention was also concentrated on this theme from 
the first. In general, it is vaguely believed that the fat content of 
the liver is increased after a fat-rich food and the glycogen content 
of the crgan is increased after a carbohydrate-rich food. On the 
other hand there exists a numerous literature on the quantitative 
relationship between fat and glycogen in the liver. According to 
Rosenfeld (1901) a reciprocal relationship exists between gly- 
cogen and fat in the liver; that means, when much glycogen is 
present, there is little or no fat, and vice versa. Certain liver 
poisons such as phloridzine (Rosenfeld 1895, Hayashi 1931, 
ete.), phosphorus (Rosenfeld 1903, Hayashi 1931, Andai 1933, 
Nagao and Ohtomo 1934, ete.), chloroform (Rosenfeld 1903, 
Hayashi 1932, Nagao 1934, ete.) ete. produce a fat liver in 
which the glycogen is strongly reduced or perfectly vanished. A 
similar phenomenon is observed also in the starvation (Reiss and 
Schwoch 1926, Hayashi 1931, ete.), anemia, cachexy ete. All 
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these observations are in agreement with Rosenfeld’s theory. 
But there are other observations which do not correspond to his 
theory. The continuous administration of thyroid gland causes a 
parallel decrease of both fat and glycogen in the liver (Hayashi 
1932). Similar observations have also been made by Tanaka 
(1932) and Matsuoka (1935). The continuous administration of 
interenin ‘‘Takeda’’ causes a parallel increase of both fat and 
glycogen in the liver (Matsuoka, 1935). Supposing from these 
results of other authors it seems that the quantitative relationship 
between fat and glycogen in the liver varies according to the condi- 
tions under which the experiments are performed. Hence the 
questions arise: 

1) How is the fat and glycogen content in the liver influenced 
by a carbohydrate-free high-fat diet? 

2) How is the fat and glycogen content in the liver influenced 
by adding relatively large quantities of carbohydrate to the same 
high-fat diet? To make these points clear the following experi- 
ments have been undertaken. 


EXPERIMENTAL METHODS. 


As experimental animals, full-grown, healthy dogs were em- 
ployed and three groups of them were fed for five days with the 
diets of following composition. 

Diet NM (normal mixed diet) : beef 7.5 2, lard 1.0 g, boiled rice 

35 2, per kilo, per day. 
Diet HF (high-fat diet) : beef 7.5 g, lard 6.0 g, per kilo, per day. 
Diet HFC (high-fat diet plus carbohydrate): beef 7.5, lard 
6.0 g, boiled rice 30g, per kilo, per day. 

The diets were given once a day in the morning and the animals 
usually ate them up in a few minutes. Vomiting and diarrhoea 
were not observed. Group A was fed with Diet NM in which the 
largest part of the total calories is given by the carbohydrate. 
Group B was fed with Diet HF in which carbohydrate is practically 
absent and the largest part of the total calories is given by the fat. 
Group C was fed with Diet HFC in which relatively large quanti- 
ties of carbohydrate are added to the Diet HF without reducing 
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the amount of fat.. The dogs of the group A and B showed no 
remarkable variation of their body weight. The dogs of the group 
C, the diet of which is naturally hypercaloric, showed a more or 
less marked increase of their body weight. After fasting about 24 
hours the dogs were killed by air-embolism, their livers were 
searched for the fat and glycogen content. The glycogen was 
determined by means of the Mohri-I[wasaki method. The fat 
(total fat) was determined as follows. 10g liver gruel was well 
mixed with absolute alcohol and filtrated (alcohol extract). The 
residue was dried, well powdered and extracted with pure ether, 
employing the Soxleht apparatus (ether extract). The alcohol 
extaret was extracted again with alcohol-ether mixture (3:1). The 
aleohol-ether extract was added to the ether extract and finally 
extracted again with pure ether. The ether extract thus obtained 
was dried in an evacuated desiccator for weighing. 


RESULTS. , 


The results are shown in Table I. A glance at this table will 
show that the amount of liver glycogen is roughly inversely pro- 
portional to the amount of the liver fat. The detailed analysis of 
the table is as follows. The glycogen content of the liver is the 
largest in the group A. This can be understood by the fact that 
the largest part of the diet was supplied by the carbohydrate. The 
fat content of the liver is the smallest in the same group. This can 
be understood by the fact that the fat amount of the diet was 
minimal. But it is of great interest to compare the group B with 
group C. The fat content of the liver is much larger in the group 
B than in the group C although the fat amount of their diet was 
nearly the same. On the contrary, the glycogen content of the 
organ is much larger in the group C than in the group B. Judging 
from these results it is highly probable that a preceding high-fat 
diet causes a fat increase and consequently glycogen decrease in the 
liver, but these effects of high-fat. diet upon the liver can be 
paralysed by the addition of carbohydrate to the same high-fat diet. 
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TABLE I, 
Body Liver 
Date | No.8 igh Diet 
Pee en (Group) Weight | Glycogen Fat (%) 
(g.) (%) 4 

9/IX als 6.9 NM(A) 272 3.41 2.34 
Tey ee 26 5.7 es 181 3.46 2.43 
13/ ,, 39 7.9 %, 285 5.05 2.51 
S 43 5.5 . 170 2.28 2.12 
e 53 7.5 ie 195 3.83 2.23 
(average) 3.61 2.33 
27/IX 63 6.1 HE(B) 240 0.46 3.45 
25/X 83 6.4 xs 7h 0.65 3.96 
29/ ,, 106 7.5 ss 291 0.95 3.13 
31/,, 12 5.8 es 170 0.55 5.34 
5/2 143 5.7 2, 164 0.86 3.57 
Wye 176 4.5 - 156 0.77 3.60 
yee 189 5.0 = 158 1.13 3.33 
20/ ,, 202 5.8 229 0.61 4,28 
(average) 0.75 3.83 
30/1X as 7.0 HFC(C) 245 3.98 2.23 
25/X 9° 6.9 ms 240 3.85 2.13 
29/,, 119 7.5 3 285 2.87 2.94 
Sys 136 5.4 : 159 1.36 2.33 
5/X1 156 5.4 es 247 2.28 2.62 
SUL oy 166 4.7 z 134 3.46 2.79 
15 /2e 19? 6.9 * 284 3.88 2.11 
20/ ., 219 4.7 ¥ 216 1.83 2.34 
(average) 2.81 2.44 


2. The influence of high-fat diet wpon the glycogenetic 


function of the liver and its relation to the 
carbohydrate intake. 

According to Kageura (1924) the glycogenetic function of 
the liver is considerably lowered by protein-fat diet. On the other 
hand, it is stated that the glyeogenetic function of the liver is much 
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lowered in the fat-rich, glycogen-poor liver (Porges and Adlers- 
berg). If this is the case, the results of the preliminary experi- 
ments seem to suggest that the glycogenetic function lowered by 
protein-fat diet will be hightened by addition of carbohydrate to 
the same diet. In order to obtain the experimental evidence, the 
glycogenetic function of the liver was investigated on group By 
and C, under the same dietetic conditions as in the preliminary 
experiments. The fat content of the liver was also determined in 
each case. 


Merruops. 


The group B; was fed with Diet HF for five days. The group 
C; was fed for the same five days with Diet HFC. After about 
24 hours fasting the dogs were killed by bleeding and the glycogene- 
tic function was investigated on their isolated livers. For this 
purpose the liver, one lobe of which was cut off for the control 
determination of the glycogen and fat, was perfused for an 
hour with defibrinated blood to which the same quantity of 
Barrenscheen solution was added, employing the Yamakawa- 
Mizuki apparatus. The detail of this technic is described in the. 
fourth report of Kageura (1924). The amount of the newly- 
formed glycogen is easily calculated from the value before and 
after the perfusion. 


RESULTS. 


The results are shown in Table II. The relation of the content 
of the fat and glycogen in the liver to the diets is nearly the same 
as in the preliminary experiments; that is, the glycogen content 
of the liver is much larger in the group C; than in the group B,; 
concerning the fat content of the liver the result is vice versa. The 
amount of the newly-formed glycogen is far larger in the group C1 
than in the group Bi, in other words, the glycogenetic function of 
the liver is much stronger in the group C, than in the group By. 
From these results it is highly probable that high-fat diet causes 
fat deposition and glycogen decrease in the liver, which are followed 
by the lowering of the glycogenetice function of the organ, but these 
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effects of high-fat diet upon the liver can be paralysed by the 


addition of carbohydrate to the same diet. 


TABLE IT. 
Glycogen 
Date | Ne. weight es wei Eat Increase 
= hs % | &.) & (g.)in 100g. 

Liver 

10/XII| 93 8.0 | HF | Before |209| 4.15] 0.63| 1.32 
6 (B, | After | 261 0.67| 1.75] 0.43] 0.21 

n77, | 24 | 123 5 » |342| 3.28] 0.48] 1.64 
6 » | 622 0.52| 3.23] 1.59] 0.46 

24/ ,, | 25 5.7 2 »  |192| 5.51} 0.52] 1.00 
ss » [289 0.43| 1.24] 0.24] 0.13 

24/,, | 27 8.9 F »  |293| 3.48] 0.52] 1.52 
6 » | 506 0.50] 2.53] 1.01] 0.34 

4/1t | 30 6.2 _ »  |151) 3.50] 0.83} 1.25 
5 » | 220 0.77| 1.67] 0.42] 0.28 
(average) 3.98 | 0.60 0.32 

6/XII| 22 8.6 | HEC | Before | 253] 2.98] 1.93] 4.88 
6 (Cc, | After |375 2.13| 7.99| 3.11] 1.23 

27/ ,, | 26 8.3 as » | 269] 2.59) 2.14] 5.81 
6 » | 365 2.24| 8.18] 2.37| 0.84 

14/1 28 | 115 he »  |382] 3.01] 1.31] 5.00 
g » | 525 1.52| 7.98] 2.98] 0.78 

17/,, 29 | 14.5 . »  |423] 2.69] 1.29] 5.46 
6 on OTD 1.45| 8.29} 2.83] 0.67 

WL Te est 6.0 »; »  |184] 2.79] 3.12] 6.02 
é » | 284 2.87| 8.15} 2.13] 1.16 
(average) 2.81} 1.96 0.94 


3. The influence of the diets upon the fat content 


mm the blood. 


It is stated that the fat content of the blood stands in close 
relation to the glycogen content in the liver; that means, when the 
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amount of the glycogen in the liver undergoes a decrease—as in 
grave diabetes, hunger, inanition ete.—the fat content of the blood 
is found to be increased (Thannhauser, Firth ete.). From 
this statement it was supposed that the fat content in the blood 
might be influenced by the diets. Based upon this supposition the 
fat content of the blood was investigated under the same dietetic 
conditions as in the preliminary experiments. Four dogs were fed 
at first with Diet NM, then with Diet HF and finally with Diet 
HFC. Each diet was continued for five days and about 24 hours 
after the last meal in each feeding period about 3 cem of the blood 
was drawn out from their cervical veins to estimate the fat content 
according to the Bloor method. 


RESULTS. 


The results are shown in Table III. I will not add many 
words to this table. We see immediately that after 24 hours fasting 
the value for the blood fat shows no considerable difference in 
each feeding period. 


TABLE III. 
Diet 

N NM HE HFC 
Se (mg%) (mg%) (mg%) 

ex. 
32 6 566 583 614 
33° 6 598 648 622 
34 9 614 606 591 
BS 598 583 630 
(average) 594 605 610 


4. The influence of the diets wpon the alimentary lipemia. 


With regard to the fat content in the blood the question which 
at once arises is that of alimentary lipemia. If the fat is ad- 
ministered together with carbohydrate, according to Bang (1918), 
the alimentary lipemia could be hindered, because the liver rich in 
glycogen catches the fat from the blood so rapidly that an increase 
of the blood fat does not occur. Considering from his statement it 
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seems to be of interest to compare the degree of the alimentary 
lipemia in the same dietetic conditions as in the preliminary ex- 
periments. So on four dogs, which were fed as in the previous 
experiments, the alimentary lipemia was investigated. For this 
purpose olive oil (10 cem per kilo) was administered by stomach- 
sound about 24 hours after the last meal in each feeding period and 
the blood was drawn out at 2 hours interval for six hours. “Vomit- 
ing and diarrhoea were not observed. 


RESULTS. ° 


The results are shown in Table IV. With the exception of 
dog No. 33, m all the cases the blood fat is found to be slightly 
imereased—generally speaking the maximal point is in the fourth 
hour—after the administration of olive oil, but no marked dif- 
ference can be recognized in each feeding period. Dog No. 33, 
whose fasting value for the blood fat is distinctly highered in the 
ease of high-fat diet, shows a considerable increase of the blood 
fat after olive oil intake in the same ease. Although this result is 
not suitable to draw a conclusion, it is by no means negligible. 


TABLE LV. 

No. Time Before 2h. 4h. 6h. ehconye 
Sex | pict (mg%) | (mg%) (mg%) (mg%) (%) 
NM 648 791 729 676 143 
in HF 622 630 741 630 119 
HFC 614 153 718 741 139 
NM 530 546 614 648 118 
33 HF 900 933 1166 1057 266 
~ | FRE 583 614 648 598 155 
NM 606 125 676 650 119 
eS HF 583 600 | 686 648 103 
HFC 614 718 648 630 104 
NM 569 729 741 614 160 
= HF 598 741 777 630 179 
HFC 606 630 741 622 135 
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5. The influence of fat intake upon the content of fat and 
glycogen in the liver, and its relation to 
preceding diets. 


Pryde has stated that during adsorption, in addition to in- 
creasing in the blood, the fat is also found to accumulate in the 
liver. “A few researches which suggest the possibility of such 
phenomenon have been made (Joannovovices and Pick 1910, 
Schur, Artur and Anton 1934, ete.), but its relation to the 
preceding diets has never been investigated. Hence on two groups 
of dogs (Ay and Be) the following experiments were undertaken. 
Group As was fed for five days with Diet NM. Group Be was fed 
for the same five days with Diet HF. About 24 hours after the 
last meal olive oil (10 cem per kilo) was administered by stomach- 
sound and six hours later the animals were killed by air-embolism 
to determine the fat content of the liver. The glycogen content 
was also determined in each case. The inspection of the gastro- 
intestinal content proved no marked difference in both groups, 
although generally a small amount of the olive oil remained still 
unadsorbed. | 


RESULTS. 


The results are shown in Table V and for convenience they 
are compared with those of the preliminary experiments in Table 
VI. From Table VI we see that the fat content of the liver is 
larger in the group Ay and Bz than in the corresponding group 
A and B in the preliminary experiments. Here I will specially 
point out the great difference between the group B and Bs. The 
glycogen content of the liver of the group A» and Bo is not larger 
than that of the corresponding group A and B in the preliminary 
experiments. This result indicates that fat intake does not in- 
crease the glycogen content of the liver. . 

According to Bang’s opinion, as before mentioned, the im- 
ported fat is more rapidly caught by the liver rich in glycogen 
than by that poor in glycogen. My results above obtained, how- 
ever, are completely against this opinion. Therefore, if the 
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alimentary lipemia is hindered by the simultaneous intake of 
carbohydrate—it seems to me very. interesting—as he claims, 
another explanation must be offered. Now returning to my main 
theme to conclude what is known by these experimental results, 
I may say that the fat administered per os is accumulated in the 
liver much more in the case of preceding high-fat diet than in that 
of preceding normal mixed diet. But here the difficult ‘question 
arises whether the glycogen amount of the liver is an important 
factor decisive for the fat accumulating power of the liver, or not. 
It is at present impossible to answer, but I am inclined to the 
belief that this increasing of the fat accumulating power of the 
liver is at least partly due to the changed function of the organ, 
which is caused by the one-sided nutrition. 

These findings just discussed are of great interest in compari- 
‘son with Fischler’s opinion which is shown in the following 
quotation from ‘‘Physiologie und Pathologie der Leber’’. ‘‘Die 
Leber hat unter gewohnlichen Resorptionsverhaltnissen nicht aus- 
schlaggebend mit der direkten Aufnahme von Fett zu tun. Denn 
es gelingt, Tiere in ihren Fettdepots mit korperfremdem Fette 
anzureichern, ohne dass dieses Fett in der Leber nachzuweisen ist. 
Das Fett umgeht die Leber zum grossten Teile bei der Resorption 
auf dem Wege der Chyluslymphbahnen, einige Chylusgefasse 
ziehen allerdings auch zur Leber. Ob besondere Fettarten, wie 
ungesattigte Fette oder Lipoide in der Leber nach ihrer Darm- 
resorption regelmissig deponiert werden, ist noch nicht zu ent- 
scheiden. Die Mastfettleber stellt eine auf der Grenze zwischen 
physiologischem und pathologischem Zustande stehende Er- 
scheinung dar’’. 


6. The influence of the simultaneous intake of fat and 
carbohydrate upon the content of fat and glycogen 
in the liver, and its relation to preceding diets. 


In the preliminary experiments it was demonstrated that the 
fat deposition in the liver, which is caused by high-fat diet, is 
prevented by the addition of carbohydrate to the same diet. To 
obtain further evidence additional experiments were performed on 
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TABLE V. 
Liver 
Dat No. | Body weight Diet 

ane Sex (kg.) (Group) Weight Glycogen Fat 
(g.) (%) (%) 
30/VII| 33 6 6.3 HF (Bz) 220 0.48 8.44 
x 34 2 6.2 a 201 0.81 4.39 
x» SONG (Outs a 172 0.68 5.69 
(average) 0.66 6.17 
5/XII| 36 3 5.9 NM (A,) 227 3.30 3.25 
5 oO 5.2 7 253 3.15 2.89 
12/XII} 38 @ 4.8 oe 165 1.63 3.24 
(average) 2.67 3.13 

TABLE VI. 


Ee Glycogen (%) Fat (%) 


Administ. ~~ Diet HF NM HF NM 
substance Soe (Group) (Group) (Group) (Group) 


@) 0.75 (B) 3.61 (A) 3.83 (B) 2.33 (A) 
Olive oil 0.66 (Bz) 2.67 (As) 6.17 (Be) 3.13 (As) 
(difference ) (109) —0.94 +2.34 + 0.80 


two groups of dogs (As and Bs). Group As was fed with Diet NM 
for five days. Group B; was fed with Diet HF for the same five 
days. About 24 hours after the last meal, olive oil (10 cem per 
kilo) was administered together with glucose (20%, 25 cem per 
kilo) by stomach-sound and six hours later the animals were killed 
by air-embolism to determine the fat content in the liver. The 
glycogen content was also determined in each ease. 


RESULTS. 


The results are shown in Table VII and for convenience they 
are compared with those of the previous experiments in Table VIII. 
The fat content of the liver is smaller in the group Ag and Bs than 
in the corresponding group A» and Bz in the previous experiments. 


ee 


.- RN 
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This result lends striking support to the conclusion obtained from 
the preliminary experiments, that the fat deposition in the liver, 
which is caused by fat intake, can be prevented by the simultaneous 
intake of carbohydrate. The marked difference of the fat content 
in the liver between the group Bs and Bs will be explained by the 
fact that the amount of fat, which is accumulated in the liver by 
fat intake, is far larger in the case of preceding high-fat diet than 
in that of preceding normal mixed diet. The glycogen content of 
the liver is higher in the group A3 and Bs than in the corres- 
ponding group A» and Bz in the previous experiments. But here 
the difference between the group Be and B3 is very small. This 
result indicates that the glycogenetic function of the liver is 
distinctly lowered by high-fat diet. It is in agreement with the 
result of earlier experiments by Kageura (1924). 


TABLE VII. 
Liver 
Dat No. | Body weight Diet 
| ex (kg.) (Group) | Weight Glycogen | Fat 
(g.) (%o) (%) 
11/IX 39 6 5.4 HF (B,) 165 132 3.93 
Ye 41 6 5.5 PY 205 LY 3.61 
OB 43 9 4.3 93 146 2.04 4.14 
(average) 1.59 3.89 
sn VADs 40 6 4.5 NM (A;) 185 3°04 2.31 
187, | 42 9 4.2 . 168 480). ee 
22/5 44 3 5.9 - 212 4.93 2.97 
(average) 4,27 2.66 
Taste VIII. 
— Liver Glycogen (%) Fat (%) 
a 
Administ. ~~ Diet HE NM HE NM 
substance 2 es (Group) (Group) (Group) (Group) 
Olive oil 0.66 (Bz) 2.67 (As) 6.17 (Bz) 3.13 (As) 
Olive oil + Glucose 1.59 (Bs) 4.27 (Az) 3.89 (Ba) 2.66 (Az) 
(difference) +0.93 +1.60 — 2,28 —0.47 
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GENERAL DISCUSSION. 


The results obtained from a series of my present experiments 
are not only interesting from the point of view of the pathological 
physiology of the liver but important from the standpoint of the 
dietetic treatment of diabetes. Today high-fat diet is frequently 
employed in the dietary management of diabetes and in that case 
special attention is paid to the dreaded acidosis. However, apart 
from the question of the acidosis, a few authors have lately ex- 
pressed the opinion that high-fat diet causes a lowering of the 
assimilative ability for carbohydrate. Porges and Adlersberg 
have specially emphasized, in their monograph ‘‘Die Behandlung 
der Zuckerkrankheit mit fettarmer Kost’’, the harmful effect of 
high-fat diet and laid the weight of its harmful effect upon the fat 
deposition and glycogen decrease in the liver. From Kageura’s 
study already mentioned there is no doubt that high-fat diet lowers 
the carbohydrate assimilating faculty of the organism. But, as he 
clearly demonstrated, this harmful action of high-fat diet can be 
paralysed by the addition of carbohydrate to the same high-fat diet. 
Considering from this fact it seems to me that their theory on the 
dietary treatment of diabetes must be altered to a certain extent. 
Indeed, as my experimental results indicate, high-fat diet causes 
a fat deposition and consequently glycogen decrease in the liver, 
and under these conditions its glycogenetic function is found to be 
distinctly lowered—on this point I entirely follow them—but this 
harmful effect can be paralysed by the addition of carbohydrate 
to the same high-fat diet. Hence it should be strongly emphasized 
that, when a larger amount of carbohydrate is given—of course 
under consideration of the carbohydrate assimilating ability at the 
time—a larger amount of fat may be given without harmful effect 
on the sugar assimilation. We believe that this finding has an 
important significance in the treatment of most cases of diabetes. 

According to Murata (1936) such antagonistical relationship 
between fat and carbohydrate exists also in the side of blood lipoid. 
He has succesfully demonstrated by his recent investigation on 
non-diabetic and mild diabetic patients that the lipoid content in 
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the blood shows a ‘higher value by high-fat diet, which returns 
to the normal level by the addition of the adequate quantities of 
carbohydrate. My experiments on dogs failed in the majority 
of the cases to show such a relation. This negative result seems to 
support the idea of Bloor who stated that the production of 
lipemia is difficult in a normal dog. 


SUMMARY. 


From the experiments on dogs the following results were 
obtained. 

1. High-fat diet continued for several days causes a fat de- 
position and glycogen decrease in the liver, but this effect of high- 
fat diet can be paralysed by the addition of carbohydrate to the 
same high-fat diet. 

2. High-fat diet continued for several days causes a lowering 
of the glycogenetic function of the liver, but this effect of high-fat 
diet can be paralysed by the addition of carbohydrate to the same 
high-fat diet. 

3. High-fat diet has no special influence upon the fasting 
level of the blood fat. 

4. Preceding high-fat diet has no special influence upon the 
alimentary lipemia. 

5. The fat accumulating power of the liver is increased by 
preceding high-fat diet, but it can be paralysed by the simultaneous 
intake of carbohydrate. 

I wish to express my gratitude to Prof. N. Kageura for 
suggesting this study and his guidance throughout the course of 
my research. My thanks are due to Dr. Y. Sendju also for his 
help and advice. 
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GEWEBSOXYDATION DER NUCLEINSAURE. 


IV. Mitteilung: 


Uber die Mitwirkung des Co-Fermentes auf Dehydrierung 
durch Gegenwart von Nucleinsduredehydrogenase. 


. 
VON 


YUKIO TSUGE. 


Aus der medizinischen Klinik des Dairen Hospitals in Dairen, 
Stidmanschurei (Direktor: Prof. Dr. K. Morinaka.) 
e 
(Eingegangen am 29. September 1936.) 


Wir fanden in der vorliegenden Arbeit, dass die Hefenuclein- 
saure in cytolysierten roten Blutzellen durch Dehydrogenase oxy- 
diert wird, wenn Methylenblau als Wasserstoffacceptor zur Ver- 
fiigung steht. 

Bekanntlich liegt in der von Warbung und Christian 
untersuchten Gewebsatmung ein Aktivator vor, der aus Pferdeblut- 
zellen gewonnen wird und von O. Warburg als Atmungs-Co- 
Ferment bezeichnet wird. Fiir die Notwendigkeit des Co-Ferment 
als Aktivator bei den Dehydrasesystemen legt eine grosse Anzahl 
von beweisenden Untersuchungen vor. Dagegen ist die Frage tiber 
den Wirkungsmechanismus des Co-Fermentes noch unklar. 

Wie Tab. I und II zeigt, lasst sich tatsachlich auch die Wirkung 
der Nucleinséuredehydrogenase durch Zusatz von Co-Ferment 
steigern. Bei allen in diesen Mitteilungen beschriebenen De- 
hydrierungsreaktionen ist als notwendiger Aktivator das Co- 
Ferment der Dehydrierungssysteme der Nucleinsdure in Form der 
eytolysierten roten Blutzellen des Menschen verwendet werden. 

Vorlaiufig lasst sich die Exsistenz der Nucleinsduredehydro- 
genase nur an Hefenucleinsiure demonstrieren. Im folgenden 
wurde der Dehydrierungsversuch mit der Thymonucleinsaure 
nochmal unternommen. 


Versuch I. 


423 
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Dehydrierung der Thymonucleinséure durch Methylenblau 
und Dehydrogenase aus der Darmmucosa, 


Die Versuche wurden nach der bekannten Thunberg- 
Ahlgren-Methode durchgefihrt. 

Fermentlésung: Darstellung aus der Mucosa des Kaninchen- 
diinndarms durch 10%ige Extraktion mit Phosghatpuffer Pu 7,1. 

Darstellung des Co-Fermentes: Die roten Blutzellen von 5,0 
eem Blut vom gesundem Menschen, durch Schiitteln defibriniert, 
werden in 0,9%iger Kochsalzl6sung mehrmals auf Zentrifuge 
gewaschen, scharf zentrifugiert und das Zellsediment cytolysiert, 
indem man mit H2O auf das urspriingliche Blutvolumen auffillt. 
Dann wurden die Stroma wieder durch Zentrifugieren mit Phos- 
phatlosung Pu 7,1 entfernt. Die klare hellrote, stromafreie Fliis- 
sigkeit wurde in bestimmter Menge in eine Thunbergsche 
Vakuumroéhre abpipettiert. 

Methylenblau von Merck: 1:10000; 0,4 ceem pro Ansatz. 


TABELLE I. 
Vakuum- ipa ae ae aoa H2O | Entfarbungs- 
rohr Nr. aoe Natrium Fame sai cem zeit in Min. 
ecm 
iL il il 0,4 — = 48 
2 1 Al 0,4 = = 46 
3 iL 1 0,4 = = 42 
4 il 1 0,4 =. = 45 
5 il al 0,4 —_— o— 44 
6 1 = 0,4 = 1,0 foro 
7 il il 0,4 0,2 = 38 
8 il ih 0,4 0,2 = 36 
9 1 ih 0,4 0,2 = 38 
10 1 il 0,4 52 — 37 
11 1 1 0,4 0,2 = 35 
2 il — 0,4 0,2 1,0 fore 
13 = 1 0,4 0,2 1,0 fore 
14 aa 1 0,3 153 = oo 


co zeigt Kontrolle, nach 3 Stunden keine Entfirbung. 
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Substrat: Thymonucleinsiure von Kahlbaum, die wir eben- 
falls in Form des Natriumsalzes verwandten, benutzten wir in 
0,3%iger Loésung. Versuchstemperatur 37°. 

Aus diesen Versuchen geht klar hervor, dass Thymonuclein- 
saure in der Fermentlésung durch Dehydrogenase aus der Darm- 
mucosa schnell oxydiert wird. Die Entfairbungszeiten im Versuch 
Nr. 1-5 ohne Zusatz von Co-Ferment sind 42-48 Minuten. Ein 
Zusatz von Co-Ferment (Nr. 7-11) senkt die Entfarbungszeit um 
36 Minuten, wahrend die Kontrolle mit H20, ohne Dehydrogenase, 
ohne Donator nach 3 Stunden nicht entfairbt. Die Mengen des 
Co-Fermentes, die zur maximalen Aktivierung notig sind, und die 
Abhingigkeit der Entfiirbungszeiten von Co-Ferment-Zusatz sind 
aus Tab. II ersichtlich. 


Versuch IT. 


Vergleich der Entfirbungszeit bet Zugabe des Co-Fermentes 
auf Dehydrierung der Hefenucleinsiure wnd 
Thymonucleinsiure. 


Reaktionsgemisch I: 1,0cem 318mg hefenucleinsaures Nat- 
rium von Merck (Gef. N 16,41 nach Kjeldahl) mit destilliertem 
H20 auf 100,0cem aufgefillt; 1,0cem Fermentlosung; 0,4 ccm 
Methylenblau 1:10000.— Reaktionsgemisch IT: 1,0 ecm 350mg 
thymonucleinsaures Natrium von Kahlbaum (Gef. N. 14,86) in 
100,0 cem destilliertem HO gelést. Sonst wie Gemisch I. Als Co- 
Ferment benutzten wir die Blutzellen wie im vorigen Versuch. 

Zur vollstindigen Reduktion von 355mg Methylenblau sind 
fermentativen Dehydrierungen nach der Methode von Thunberg- 
Ahlgren verwenden wir die v. Euler angegebene Darstellung ; 
an Stelle der Entfarbungszeit die Menge Wasserstoff, die in der 
Zeiteinheit vom Substrat auf das Methylenblau iibertragen wird. 

Die Zahlen berechnen sich aus dem Molekulargewicht des 
angewandten Methylenblaus und der Methylenblaumenge pro 
Ansatz, sowie aus der Entfarbungszeit in folgender Weise: 

Molekulargewicht des Methylenblaus 
CigHigN38Cl - 2H2,0=355, 0,4 eem Mb 
1:10000 pro Ansatz entsprechen 0,04 mg Mb. 
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Zur vollstindigen Reduktion von 355mg Methylenblau sind 
22400 cem He erforderlich: 0,04mg Mb verbraucht also bei der 


Reduktion 22400 is 0,04 =2.5 cem Ho», und die Entfarbungszeit eines 
355 
Versuches betrigt ¢ Minuten, es ergibt sich eine Reaktions- 
Rees 2 150 
geschwindigkeit von 5 X 60 = eem He. pro Stunde. 
TABELLE II. 
Vak roh Reaktions- Co-Ferment Dehydrierungs- Entfairbungs- 
“eee E eae h geschwindigkeit | 7 +4 in Min 
NY. gemiseé ecm ecm H2/Std. . 
1 I = 3,6 42 
2 I = 3,8 40 
3 I 0,1 4,1 38 
4 i 0,1 3,8 39 
5 I 0,2 4,4 34 
6 ib 2 4,3 35 
7 I 2 4,7 32 
8 i 0,3 48 31 
9 I 0,4 5,2 29 
10 II = 350 46 
11 II — 3.8 45 
12 II 0,2 3,8 s 39 
13 Tet 0,2 3,7 41 
14 cn 2) 4,1 38 
15 II 0,2 4,2 36 
16 II 0,2 3,8 39 
17 II 0,2 4,3 35 
18 It 0,2 3,8 40 


In gleicher Weise wie in Tab. I liess sich auch die Mitwirkung 
des Co-Fermentes bei der Dehydrierung der Hefenucleinsiure 
zeigen (Nr. 1-9). Aus den Versuchen der Tab. II ergibt sich, 
dass wohl in den Versuchen mit Hefenucleinsiure und Thymo- 
nucleinsdure als Substraten eine Starke Wirkung des Co-Fermentes 
zu beobachten war, aber fiir die Dehydrierung der Thymonuclein- 
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saure, Hefenucleinsdiure starker ist. 

Wir wollen uns an dieser Stelle ausschliesslich mit den interes- 
santen Tatsachen beschaftigen, welche die Rolle unserer Dehydro- 
genase bei dem allmahlichen Abbau der Nucleinsaure aufzuklaren 
vermogen. 

Die Klassifikation der Nukleasen bezieht sich bisher nur auf 
die Ribonucleinséiure, so kann man sich des folgenden Schemas 
bedienen. 


TABELLE III. 


Ribo (Desoxyribo) nuclease 


1) Ribopolynucleotide +  Ribopolynucleotidase 
{ Hefe-(Thymo) nucleinsaure | Levene’s Nucleinase 4 
Jone’s Tetranucleotidase 
Y Nucleotidacidase 
2) Ribonucleotide +  Rkibonucleotidase 
{ Mononucleotide | | Nucleophosphatase | 
Y 
3) Ribonucleoside + Ribonucleosidase 
Y 


Purin-, Pyrimidinbasen 


Wie die neuesten Arbeiten tiber die Aufspaltung der nativen 
Nucleinséure zeigen, tritt erstens jedenfalls im Darm die Mono- 
nucleotide unter Einwirkung der Polynucleotidase ein. Ausserdem 
aber dort und auch im Blute Freisetzung der Phosphorséure mit 
der Nucleoside unter Nucleotidasewirkung. Besonders ist die 
Darmschleimhaut fast frei von Nucleosidase, deswegen bleiben die 
Nucleoside sicher intakt. Nucleosidase ist ausschliesslich ein Stoff- 
wechselferment der Organgewebe. 

In der vorliegenden Arbeit hat man mit voller Sicherheit ein 
Ferment gefunden. Die geeingneten Wirkungsorte diese Fermentes 
im fermentativen Abbau der Nucleinsaéure ist aber noch unklar. 
Wabhrscheinlich spielt dieses Ferment als typische Dehydrogenase- 
wirkung ein viel gréssere Rolle im Nucleinstoffwechsel. Schliesslich 
glaube ich an gleichzeitiges Vorhandensein von Polynucleotidase, 
Nucleotidase und unserer Dehydrogenase als Darmferment auf den 
Nucleinstoffwechsel. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Geschwindigkeit der Mb-Reduktion durch Nuclein- 
siure in Gegenwart von Phosphatextrakten aus Kaninchendiinn- 
darm lisst sich durch Zugabe von Co-Ferment (aus Menschenblut- 
zellen) beschleunigen. 

2. Die Dehydrierung der Hefenucleinsaure ist etwas schneller 
als bei der Thymonucleinsaure. 

3. Versuche mit Kaninchendtinndarmextrakt unter Zusatz 
von Co-Ferment zeigen, dass der fermentative Abbau der Nuclein- 
siure durch Nuclease offenbar stufenweise, unter Mitwirkung 
unserer Dehydrogenase, erfolgt. 

Zum Schluss sei es mir gestattet, Herrn Professor Dr. K. 
Morinaka fiir die liebenswiirdige Anleitung und ftir die Durch- 
sicht meines Manuskriptes meinen ergebensten Dank auszusprechen. 
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In 1931 the writer has communicated on the micro determina- 
tion of cholesterol in which the oxidative method of Okey (1930) 
was modified. During the last few years, studies on the determina- 
tion of cholesterol have been reported by different workers. ‘The 
oxidative method of the writer was criticized and modified to some 
extent by Miller, MacLachlan and Boyd (1933). Kirk, Page 
and Van Slyke (1934) devised a manometric oxidative method 
in which cholesterol digitonide was oxidized with chromie acid and 
then produced CO. was determined manometrically instead of 
measuring the consumption of chromic acid by iodometric titration 
as in case of oxidative method of Okey and the writer. Man 
and Peters (1933) reported a micro method by which 0.5 to 1.5 mg. 
of cholesterol were determined gravimetrically. Similar modifica- 
tions of the gravimetric determination of cholesterol on micro scale 
have appeared elsewhere. 

In 1934 Schoenheimer and Sperry made an important 
publication on the determination of cholesterol. The method con- 
sisted in the precipitation of cholesterol as digitonide to which 
Liebermann-Burechard reaction was applied. Although the 
principle was not adopted because of the trotibe that digitonin 
affects the color reaction, they have overcome it by filtering the 
color given by digitonin with the aid of photometer. 

The writer, while working on the determination of the iodine 
number of sterols in tissues (1935), has found that sterols in 
digitonide made as usual, can be quantitatively separated from 
digitonin by treating with gracial acetic acid and ether. If color 
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reaction be applied to sterols thus separated, the colorimetric 
determination of cholesterol would be not only easier, but it would 
be more reasonable than other methods. The statement of 
Schoenheimer and Sperry may be worth citing: ‘‘....digitonin 
precipitates practically all natural sterols, not all of which give 
color reaction. Colorimetric methods, therefore, yield reliable 
values only if cholesterol is the sole sterol present.’’ 

In this communication a micro method was presented by which 
cholesterol in the tissue is determined colorimetrically after it was 
precipitated as digitonide and separated from digitonin. Essential 
procedures of the determination of this substance were also critically 
studied. 


PPOCEDURES. 


Principles—Although cholesterol digitonide is a stable sub- 
stance being insoluble in most of the lipid solvents and water except 
hot absolute ethyl or methyl alcohol, it dissolves readily in warm 
eracial acetic acid whereby digitonide is split into cholesterol and 
digitonin. By adding ether, digitonin is precipitated while chole- 
sterol is left in solution, consequently the two substances are easily 
separated by filtration. After removing acetic acid and ether by 
evaporation, cholesterol is dissolved in chloroform and transfered 
into a graduated cylinder in which the color reaction of Lieber- 
mann-Burchard is developed. 

Special reagents—O.01 per cent chloroform solution of chole- 
sterol (Merck) serving as a standard for the colorimetry*® 0.5 per 
cent digitonin solution prepared by dissolving 1 gm. of digitonin 
(Merck) in 200 ce of 50 per cent alcohol; diluted acetone made by 
mixing equal volumes of redistilled acetone and water; diluted 
hydrochloric acid made by diluting 1 part of concentrated HCL 
with 4 parts of water; saturated watery solution of potassium 
hydroxide; gracial acetic acid, acetic anhydride, and concentrated 
sulphuric acid of good grade. 

Special apparatus—Sintered glass filter of 2em. in diameter 
and about 15 ce volume; steam heated jacket consisting of a glass 
or copper coil in which the glass filter fits. These are the same 
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ones used in the oxidative determination of cholesterol (1931) ; 
filtering apparatus with suction (see Fig. 1). 


Fig. B Filtering apparatus. 


ee | Gees Glass filter 
Steam ASES Steam heated jacket 


I. Determination of free cholesterol. 


About 10 ce of aleohol-ether or alcohol-acetone extract of blood 
or tissue containing about 0.5 mg. of cholesterol are pipetted into a 
small Erlenmeyer flask (flask-A) to which 2 ce of digitonin solution 
are added. The mixture is heated gently to dryness on the water or 
steam bath. 10 cc of diluted acetone are added and the flask is kept 
on the steam bath for about a minutes until the content in the 
flask begins to boil. After a while the content is filtered through 
a glass filter. The inside of the flask and filter are washed once 
with 2 ce of redistilled acetone, two or three times with about 2 ce 
of ether, each time being sucked dry. Cholesterol digitonide in the 
flask-A is thus transferred into the glass filter and freed from 
impurities. 

lee of gracial acetic acid and 3cce of methyl alcohol are 
measured into flask-A, heated on the steam bath for few minutes, 
then poured into the filter with the aid of a small glass rod. The 
filter is set in the steam heated jacket so that the content of the 
filter is kept hot. Before that, the flask in the filtering apparatus 
in which waste filtrate was collected, is removed and a small flask 
(flask-B) is placed instead. Digitonide in the filter is dissolved in 
hot acetic acid and methyl alcohol by stirring up with the glass 
rod and filtered into the flask-B by suction. The filter is rinsed 
with 1 ce of methyl alcohol which is sucked in the same way into 
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the flask-B. The flask is then removed from the filtering apparatus 
and put on the steam bath to remove methyl! alcohol by evaporation. 
A gentle suction facilitates the evaporatjon of methyl alcohol in a 
few minutes leaving acetic acid in the flask. After the removal of 
methyl aleohol which is judged by the disappearance of its smell, 
the flask is brought down from the steam bath and added with 10 ce 
of ether, then the flask is stoppered and kept standing for about 
half an hour with occasional shaking during which digitonin is 
completely precipitated. 

The precipitate of digitonin is next removed by filtration 
through the glass filter, and cholesterol which is left in solution is 
collected in a flask (flask-C) in the filtering apparatus. The flask-B 
and the filter are washed with about 2 ce of ether and sucked into 
the flask-C. Ether and acetic acid are removed on the steam bath, 
the evaporation of acetic acid is not as easy as ether, but it is usually 
done within 10 minutes by applying suction. Cholesterol in the 
flask-C is then transferred into a graduated cylinder of 10ce volume 
with successive small portions of chloroform, and the final volume 
_ is made to 5 ce with chloroform. 

As a standard 5ee of 0.01 per cent chloroform solution of 
cholesterol are measured into another graduated cylinder. 1 ce. of 
acetic anhydride and 0.2 ce of concentrated HsSOx, are pipetted 
into the cylinders which are then stoppered and well mixed. The 
colorimetric readings are made after 10 minutes. 

Note—1. Regarding the extraction of lipids including chole- 
sterol from blood and tissues the reader is referred to the com- 
munications of Bloor and Snider (1934), and Boyd (1986), and 
also to that of Schoenheimer and Sperry (1984) concerning the 
extraction of cholesterol from blood with aleohol-acetone. 

2. The color reaction is taken place at the room temperature, 
when it is too high the cylinders should be placed in a thermostat 
of about 20°. 

3. Methyl alcohol is used to dissolve digitonide with acetic 
acid. If, therefore, acetic acid in the glass filter is kept hot for 
a short time by heating, for instance, with a small direct flame 
for about 20 seconds, digitonide is easily dissolved without methyl 
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alcohol. In this case the steam jacket becomes unnecessary. 

4. For the removal of digitonin precipitated by ether a small 
amount of purified asbestos is put in the filter to make a thin layer 
of asbestos on the mat of the glass filter so that the fine precipitate 
of digitonin can not pass through. The precipitate of digitonin on 
the mat is dissolved by adding a few ce of hot alcohol and filtered 
off. The filter is washed with ether to be ready for the next use. 

5. When the glass filter is clogged and the filtration becomes 
hard, the filter is boiled with diluted alkali for about an hour on 
the steam bath and then washed with water. 


IT. Determination of total cholesterol. 


To about 10 ce of alcohol-ether or aleohol-acetone extract of 
blood or tissues containing about 0.5 meg. of total cholesterol in a 
small flask (flask-A) 0.1 ce of saturated KOH is measured and 
heated gently on the steam bath for 15 to 20 minutes. At the end, 
the digest mixture in the flask is of about 2ce volume. The 
mixture is neutralized with diluted HCL using one drop of phenol- 
phthalein as an indicator, added directly to 2 ce of digitonin solu- 
tion and evaporated carefully on the steam bath to almost dryness. 
The saponification of bound cholesterol and the formation of 
digitonide are accomplished by this procedure. 10ce diluted 
acetone are put into the flask which is then heated on the steam bath 
for about a minute. Most of the excess digitonin and salts are 
dissolved in hot diluted acetone and filtered off through the glass 
filter. The flask and the filter are first washed with about 2 ce 
of diluted acetone and then with acetone and ether. Further 
procedures are the same as those of the determination of free 
cholesterol. 


DiIscussION OF THE PROCEDURES. 
I. Separation of cholesterol from digitonide. 


In the first place it must be testified whether or not the forma- 
tion of digitonide and the separation of cholesterol from digitonin 
are completed by the above procedures. 
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Experiments were carried out on known amount of cholesterol : 
5 ec aliquots of 0.01 per cent chloroform solution of cholesterol were 
measured into small flasks. Chloroform was evaporated and chole- 
sterol was redissolved in 10 ce of alcohol-ether mixture (3:1), added 
to 2ce of digitonin solution, then evaporated to dryness. Thus, 
cholesterol was precipitated as digitonide from which digitonin was 
removed by the procedure described above. Finally cholesterol 
was determined by colorimetry in which same aliquot of chloroform 
solution of cholesterol was used as a standard. Similar experi- 
ments were repeated on different aliquots—0.6 and 0.8mg. of 
cholesterol. The results are presented in Table I which may 
definitely show that cholesterol is precipitated as digitonide and 
separated from the latter quantitatively with the reproducibility 
of 96.6+2.6 per cent in case of 0.5 mg. aliquots, 96.041.1 and 
98.2+1.1 per cent in cases of 0.6 and 0.8 mg. aliquots respectively. 


TABLE I, 
Recovery of cholesterol by new method. 


Aliquot No. of a ace 3 
cholesterol determinations Cholesterol recovered 
mg. mg. per cent 
0.50 12 0.483£0.013 96.6£2.6 
0.60 12 0.5760.007 96.0£1.1 
0.80 3 0.778+0.009 98.21.10 


II. Saponification of bound cholesterol and subsequent 
formation of digitonide. 


It has been generally agreed that although free cholesterol is 
determined easily, whatever method may be used, the determination 
of bound or total cholesterol is accompanied by considerable dif- 
ficulties. In previous communication (1931) the writer saponified 
bound cholesterol with approximately N sodium ethylate on the 
steam bath for 20 minutes. Boyd (1933) used saturated NaOH 
instead of sodium ethylate as the latter became unsatisfactory on 
standing. In later publication (1935) he changed the concentra- 
tion of NaOH from 2 to 80 per cent and found that the results were 
apparently the same, showing that cholesterol esters were saponified 
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with a small amount of alkali. He called attention to the fact 
that the intensity of heating and the time of saponification were 
more important than the amount of alkali. The optimal conditon 
‘for the recovery of total cholesterol was to add 0.1 ce of saturated 
NaOH solution to an aliquot aleohol-ether extract containing 0.5 
to 1.5 mg. of total cholesterol and to heat on the steam bath for 
1.5 hours according to him. Man and Gildea (1932-33) and 
Man and Peters (1985) added 0.1 ce of KOH solution made by 
dissolving 50 gm. of KOH in 50 ce of water to the same amount 
of total cholesterol mentioned above, and heated for 1.5 to 2 hours 
on the hot plate for saponification. Kirk, Page and Van Slyke 
(1934) preferred a saturated alcoholic solution of NaOH with 
which cholesterol esters were saponified for 2.5 hours at 85°. . They 
emphasized that the saponification of cholesterol esters required 
more care than any other step of the analysis. At the temperature 
below 85° the saponification was incomplete, and when the alkali 
treatment was too severe, the results were also too low, owing to 
the destruction of some cholesterol. Onizawa (1928-29) refluxed 
for 6 hours with saturated alcoholic solution of NaOH for saponi- 
fication. 

Schoenheimer and Sperry (1934), however, showed that 
only one drop of KOH solution made by dissolving 10 gm. of KOH 
in 20 ce of water was sufficient to saponify cholesterol esters con- 
tained in 0.2 to 0.5 ee of blood serum or whole blood at 37° to 40° 
for 30 minutes. Riegel and Rose (1936) who applied the method 
of Schoenheimer and Sperry to the determination of bile 
cholesterol found that ether extract of bile containing 0.5 to 5 mg. 
of total cholesterol were saponified by treating with 0.1ce of 33 
per cent KOH for 2 hours at 37 to 40°. 

It may be surprising that the amount of alkali, temperature 
and the length of time for the saponification of bound cholesterol 
were considerably different even among recent workers. Since the 
completion of the saponification or the yield of bound cholesterol 
has been judged by the amount of digitonide which was produced 
by adding digitonin to the ether or petroleum ether extract of chore- 
sterol freed by saponification, the extraction of cholesterol after 
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saponification should be studied in connection with the method of 
saponification. So far the digest mixture of saponification was 
neutralized or slightly acidified after that cholesterol was extracted 
with successive small portions of lipid solvent. This procedure of 
extraction was not only tedious, but it had the danger that a part 
of cholesterol might be lost during the course of extraction. In 
the method of Schoenheimer and Sperry cited above, chole- 
sterol was not extracted after the saponification, but it was pre- 
cipitated as digitonide in the digest mixture. All these findings 
seemed to be significant improvements in the determination of total 
cholesterol to be confirmed by after proof. 

The writer has therefore attempted the following experiments: 
cholesterol esters synthetized after the description of Hoppe- 
Seyler and Thierfelder (1924), aleohol-ether and alcohol- 
acetone extracts of pig serum were saponified under various con- 
ditions. The melting points of synthesized cholesterol esters were 
77°, 76° and 42° for cholesteryl palmitate, stearate and oleate 
respectively. Although cholesteryl stearate showed relatively low 
melting point, it was used as substrate. Alcohol-ether and alcohol- 
acetone extracts were made by pipetting 15 ce of pig serum into 
250 ce volumetric flasks containing about 200 ce of hot aleohol-ether 
(3:1) or aleohol-acetone (1:1) followed by keeping the flasks on 
the steam bath for few minutes and making up to the volume with 
aleohol-ether or alcohol-acetone after cooling. 10cce of these ex- 
tracts were corresponding to 0.6 ce of the serum. As saponifying 
reagents 0.1 ec of saturated KOH or 2 ce of approximately N sodium 
ethylate were used for 0.8 mg. aliquots cholesterol esters dissolved 
in 10 ce of alcohol-ether, and for 10 ce of the serum extracts. The 
temperature and the time of saponification varied as may be shown 
in Table II. In all eases cholesterol freed by saponification was 
precipitated. by adding digtonin to the digest mixture. 

It is obvious that cholesteryl stearate was completely saponified 
by heating with KOH on the steam bath for 20 minutes. The 
use of sodium ethylate gave lower values which, however, agreed 
with the results presented in previous communication (1931). The 
saponification of cholesterol esters either synthetized or contained 
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in serum extracts was found insufficient when the temperature was 
37° and the time was 30 minutes, but it was almost completed when 
the time was prolonged to 60 minutes. It may be of significance 
that the saponification of cholesterol esters was completed at a low 
temperature as 37° if enough time was allowed. 

Since cholesterol was preciptated with digitonin in the saponi- 
fied mixture in which considerably large amount of salts produced 
by the neutralization, glycerol and fatty acids were contained, the 
influence of these substances on the formation of digitonide was 
questioned. 

To 0.5mg. of cholesterol dissolved in 10 ce of aleohol-ether 
0.1 ce of saturated KOH was added heated on the steam bath for 
20 minutes, neutralized and otherwise treated as in case of bound 
cholesterol. The average recovery of cholesterol of 12 determina- 
tions was 0.484-£0.007 mg. or 96.5+1.4 per cent. To the same 
aliquots cholesterol dissolved in 10 ce of aleohol-ether was added 
O.lee of glycerol (specific gravity =—1.26), and the saponifying 
procedures were carried on as before. The recovery of cholesterol 
of 4 determinations was 0.476 mg. or 95.5 per cent. The influence 
of fatty acids was not studied as it seemed unnecessary. These 
results would show that the formation of digitonide was not affected 
by the existence of salts nor by glycerol to any considerable extent. 


lf. Separation of digitonide by centrifuging. 


In the present method cholesterol digitonide was separated by 
the filtration through a glass filter, but it seemed desirable to see 
if centrifuging was available for this purpose as in the method of 
Schoenheimer and Sperry (1984). 

0.5 mg. of cholesterol dissolved in 5 ee of aleohol-acetone (1:1) 
were taken into a 10 ce centrifuge tube, 2 ce of digitonin solution 
were added, mixed well with a small glass rod, and left over night. 
The tube was then centrifuged for 15 minutes, the supernatant 
liquid was carefully drawn off, and the precipitate in the tube was 
washed once with acetone, twice with ether, each time being centri- 
fuged, After the last wash ether was removed, the tube was put 
in a small beaker containing small amount of hot water. About 
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lee of gracial acetic acid was measured into the tube and kept 
warm on the steam bath. Digitonide together with remaining 
excess digitonin was dissolved in warm acetic acid with the aid of 
a glass rod. The tube was cooled to room temperature after that 
10 ce of ether were added and mixed well with the glass rod. 
Digitonin flocurated promptly which was separated by filtering 
through a glass filter after 30 minutes. Cholesterol in the filtrate 
was freed from the solvents by evaporating on the steam bath, and 
determined by colorimetry. The average recovery of cholesterol 
of 10 determinations was 0.486 mg. or 97.2 per cent of the theory 
showing that the separation of digitonide by centrifuging was 
satisfactory. 

Tissue extracts were then used as substrates: aliquots alcohol- 
ether extract of the rabbit liver and alcohol-acetone extract of pig 
serum were taken into small flasks, saponified with KOH on the 
steam bath, neutralized, added to digitonin solution and left over 
night. The content of the flask was transferred into a tube, and 
centrifuged for 15 minutes. The supernatant liquid was drawn off, 
the inside of the flask was first washed with acetone which was 
transferred into the tube to wash the precipitate in it, and centri- 
fuged. Next, the flask and the tube were washed twice with ether, 
and further treated as described above. On other hand, total 
cholesterol of the same aliquots tissue extracts was determined 
after the description already presented in this communication, that 
is digitonide was formed by evaporating to dryness on the steam 
bath and separated by filtration. In Table III the recovery of total 
cholesterol by both methods are compared. 

The Following table shows that the recovery of cholesterol in 
tissue extracts was slightly, about 3 per cent, lower when digitanide 
was separated by centrifuging, and it was considered that a part 
of digitonide was lost during repeated centrifugings. It was 
reminded that centrifuging was found inadequate when digitonide 
was treated with water to remove excess digitonin as in case of 
oxidative or gravimetric determination of cholesterol (1950). In 
the present method the precipitate of digitonide is not to be 
separated from the water solution so that the centrifuging may 
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TABLE III. 
Separation of digitonide by filtration or by centrifuging. 
Total cholesterol in aliquot tissue extract 
: To. ter- eae ar oe 
Tissue extract* SET Digitonide separated py 

Filtration Centrifuging | Difference 
mg. mg. per cent 

Rabbit liver 4 0.649+0.014 | 0.629--0.011 Bell 

Pig serum 6 0.576£0.010 | 0.557=£0.012 3.8 


* Stock solutions of tissue extracts. As aliquots 8ce of alcohol-ether 


extract of the rabbit liver, and 10 ce of alcohol-acetone extract of 
pig serum were used. 


be substituted for the filtration if utmost precautions be paid. 
However, the filtrative separation of digitonide seems to be safer 
than to apply the centrifuge, and besides the former would be 
more suitable for the thorough washing of the precipitate. 


IV. Liebermann-Burchard Reaction. 


Of the color reactions of cholesterol the Liebermann- 
Burchard reaction is regarded as most. adequate for the determi- 
nation of cholesterol by colorimetric principle, although the reaction 
is not very stable being influenced by the temperature, time, and 
the amount of the reagent. In one method 1 ee of acetic anhydride 
and 0.lece of concentrated sulphuric acid were added to 5ce of 
chloroform solution containing about 0.5 mg. of cholesterol, while 
in others 2 ee of acetic anhydride and 0.1 ec of sulphuric acid were 
used for apparently the same amount of cholesterol. In the latter 
case the color developed eariler and more intensively at its maximum 
than the former. When the amount of sulphuric acid was in- 
creased to 0.2 ce (0.3 ce of H2SO, caused precipitation of cholesterol 
in chloroform), the color reaction was not only greatly accelerated, 
but the tone of the color was rather bluish-green compared with 
the familiar green color developed by 1 or 2 ee of acetic anhydride 
and 0.1 ce of sulphuric acid. After changing the amounts of these 
reagents in different proportions, the writer found that the develop- 
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ment of the color for the colorimetric purpose was most satisfactory 
when 1ce of acetic anhydride and 0.2ce of sulphuric acid were 
used, whereby the color reached a maximum within 10 minutes at 
room temperature and kept it for about 10 minutes. Schoen- 
heimer and Sperry (1934) commented on this reaction that the 
higher the temperature and the larger the amount of sulphuric 
acid, the earlier the color reached a maximum and the earlier it 
faded, but the maximum was the same. The last few words of this 
statement that the maximum was the same are questioned by the 
writer. 


SUMMARY AND CONCLUSIONS. 


For a long time the gravimetric digitonin method has been 
regarded as a most reliable one for the determination of cholesterol, 
but it has not been generally adopted because it needed large 
amounts of cholesterol and expensive digitonin for single determi- 
nation, and the procedures were complicated and time consuming. 
Recent workers have therefore attempted to devise a substitute 
for the gravimetry. As the gravimetry needs relatively a large 
amount of the material, however it may be modified, a method 
consisted of different principle was searched (1931). The oxida- 
tive micro method was intended to satisfy the above need which 
enabled one to determine less than 1 mg. of cholesterol with simple 
procedures. The gasometric micro determination (1934) was next 
published by which much less cholesterol was determined. These 
two methods agreed in oxidizing cholesterol digitonide with chromic 
acid, but the determination of lipids including cholesterol by 
oxidative principles was not free from discussion that the oxidation 
of the contaminated materials would alter the final result (1933). 
Meanwhile, the colorimetric procedure which was thought less 
adequate than the digitonin method because of the well known 
disadvantage was revived by Schoenheimer and Sperry who 
applied the color reaction to cholesterol digitonide. The two 
familiar principles of cholesterol determination, digitonin and 
Liebermann-Burchard reaction, were thus combined in one 
method. The idea was not entirely new, but no one had ventured 
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to realize it, as digitonin was known to give color—yellowish brown 
—in Liebermann-Burchard reaction. The above authors took 
the advantage of the photometer through which the color given by 
digitonin was filtered. 

In the method of this communication cholesterol, was pre- 
cipitated as digitonide and freed from contaminated substances 
in the lipid extract by washing after that digitonin of digitonide 
was removed by simple technique, leaving only cholesterol for the 
colorimetry. Such a treatment would undoubtedly be more 
desirable than to apply the color reaction to digitonide directly, 
and the objections raised to the old ecolorimetry of cholesterol 
would be eliminated. 

The saponification of bound cholesterol, subsequent formation 
of digitonide and its separation were critically studied, and as the 
result the whole procedures of cholesterol determination were 
significantly simplified. 

The writer wishes to acknowledge his indebtedness to Professor 
S. Kakiuchi of Tokio Imperial University for helpful criticism 
of this work. 
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Working on the determination of cholesterol by the colorimetric 
procedure, the writer has noticed that the Liebermann- 
Burchard reaction of bound cholesterol was not quite the same 
as that of free cholesterol. In hand books nothing particular was 
described as to the color reaction of bound cholesterol, except that 
cholesterol esters give the color reactions of Liebermann- 
Burchard, Salkowski and so forth as cholesterol itself. 

The following experiments would show the difference between 
free and bound cholesterol with regard to the Liebermann- 
Burchard reaction which is an active principle for colorimetric 
determination of cholesterol. 

Direct colorimetry of bound cholesterol—Aliquots 0.8 mg. of 
cholesteryl palmitate dissolved in chloroform were taken into 
eraduated cylinders, and the volume was made to 5 ce with chloro- 
form. Into another graduated cylinder 0.5 mg. of free cholesterol 
dissolved in 5 cc of chloroform were measured in like manners. To 
both of them 1ce of acetic anhydride and 0.2 ce of concentrated 
H.SO4 were added to develop the color. 10 minutes after the 
addition of H.SO, the colorimetry was to be done as usual, but 
the difference in the color tone between free and bound cholesterol 
made the colorimetry impossible. When, however, the color of 
bound cholesterol was matched against standard free cholesterol 
with the aid of colored glass, surprisingly high values were obtained. 
The amount of cholesterol contained in cholesteryl palmitate was 
approximately 25 per cent higher than the theory. 

Similar results were found when cholesteryl stearate and 
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oleate were used as materials. With 2 cc of acetic anhydride and 
0.1 ce of H2SO4, or 1ce of acetic anhydride and 0.1 ce of H2S0Ou, 
the difference of the color tone was not distinct, but the results of 
the colorimetry were again as high as before. 

Application of digitonin colorimetric method—Same aliquots 
cholesterol esters i.e. 0.8 mg. of cholesteryl palmitate, stearate and 
oleate were saponified, and cholesterol was determined by the 
method described in the foregoing communication which may be 
called digitonin colorimetric method because the method is based 
on the application of digitonin and the colorimetry. The results 
of repeated determinations are tabulated in Table I which shows 
that cholesterol found by this method agreed with the theoretical 
amount within a few per cent. In the synthetic preparation of 
cholesterol esters, cholesterol and fatty acids were melted at 200° 
for about 4 hours. It was at first feared that cholesterol was 
denatured by heating at such high temperature so that the color 
reaction of synthetized cholesterol esters differed from that of 
free chelesterol. However, the above experiment has shown that 
cholesterol freed by the saponification of those cholesterol esters 
was not changed from genuine free cholesterol so far as the 
Liebermann-Burchard reaction was concerned. 

Experiment on cholesterol ester isolated from pig serum—To 
confirm the above findings cholesterol esters isolated from pig serum 
was subjected to analysis as an example of naturally occuring bound 
cholesterol. Cholesterol ester was isolated from about a liter of 
pig serum according to the following procedures: freshly obtained 
pig serum was treated with 3 times as much alcohol, left standing 
at room temperature for 3 hours, and then filtered. The filtrate 
was rejected, and the precipitate was extracted with absolute alcohol 
at 37° for 3 days. Alcohol extract, after it was filtered, was kept 
in the ice chamber for 2 days. Cholesterol esters that precipitated 
in alcohol were collected, purified by reprecipitating in aleohol and 
dried. Throughout the whole procedure the temperature was kept 
below 37°. The melting point of this preparate was 69° indicating 
that it was the mixture of cholesterol esters. 

Direct colorimetric and digitonin colorimetric method were 


— ee 


Liebermann-Burburd Reaction of Bound Cholesterol. 445 


applied to this material as in case of synthetized cholesterol ester. 
The results are shown in Table I. 


TABLE I. 


Determination of bound cholesterol by direct colorimetric and digitonin 
colorimetric methods. 


Diret colorimetric Digitonin colorimetric 
Aliquot a A 
(theoretical| 48 re {) obi be 
Material | amount of oa é 3 OB g S 
Seriecanal’! 3 Cholesterol | 4 3 4 g Cholesterol | 4 & 
in aliq.) Se found Es ae 3 found ai os 
A 3 se zi 8 ere 
Cholestery1 mg. mg. Benen mg. EAC Ate 
palmitate 0.8 (0.49) 4 0.61 +24,.5| 13 {0.46 (£0.006)) —6.1 
Cholesteryl . 
stearate 0.8 (0.47) 4 0.59 +25.2| 16 |0.47 (£0.013)) 0 
Cholesteryl 
oleate 0.8 (0.47) 4 0.60 + 27.6 6* |0.46 (40.010); —2.3 
Chole. ester 
inpig serum) 0.8 (0.48) 6 0.58 + 23.0 4 |0.43 (0.007) —10.4 


* Cited from Table II. of the foregoing communication. 


It is known that neither palmitic nor stearic acid has influence 
on the Liebermann-Burchard reaction. Only oleic acid gives 
color when a large amount is used. However, the amount of oleic 
acid to be contained in 0.8 mg. of cholesteryl oleate used as aliquots 
in the above experiments was less than 0.5 mg. which were not 
sufficient to produce color to any extent. 


SUMMARY. 


Although bound cholesterol gives the color reaction of Lieber- 
mann-Burchard like free cholesterol, the tone and intensity of 
the color differ between them. The difference of the color tone is 
not distinct when relatively large amount of acetic anhydride and 
small amount of sulphuric acid are used, but the intensity of the 
color of bound cholesterol is absolutely high compared with that of 
corresponding amount of free cholesterol. 

The writer is expressing cordial thanks to Professor S. 
Kakiuchi of Tokio Imperial University for helpful suggestions for 


this work. 
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STUDIEN UBER DIE ARGINASE. 


VON 


TAKEO IWABUCHI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. 8. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 27. Oktober 1936) 


Arginasebestimmung wurde bisher meistenteils derart durchge- 
fihrt, dass man den durch Arginasewirkung entstandenen Harn- 
stoff mit der Ureasemethode bestimmte. Diese Methode ist zwar 
an sich zuverlassig, doch ist sie auch mit einigen Liastigkeiten 
verbunden: Vor der Mischung der Versuchslésung mit der Urease 
muss die Arginase inaktiviert, Pu der Losung auf 7 eingestellt, 
und dazu noch Destillieren des Ammoniaks ausgefiihrt werden. 
Bei der Untersuchung tiber Einfiiisse verschiedener Substanzen auf 
die Arginase muss auch eine mogliche Beeinflussbarkeit der Urease 
durch diese Substanzen in Betracht gezogen werden, sodass der 
durch Destillation erhaltene Ammoniakgehalt nicht immer der 
quantitativen Veranderung der Arginasewirkung parallel geht. So 
habe ich versucht, das nach der Hydrolyse durch Arginase unge- 
spalten zurtickgebliebene Arginin zu bestimmen. Unter diesem 
Gedankengange wurde schon von einigen Autoren die Abwigung 
des als Argininflavianat zur Fallunggebrachten Arginins fiir die 
Arginasebestimmung angewandt. Aber dieses gravimetrische Ver- 
fahren ist bei der Ausfiihrung zahlreicher Experimente sehr 
unpraktisch. So habe ich gemiss der Tatsache, dass durch Reduk- 
tion der Flaviansaure in alkalischer Reaktion tief rote Verfarbung 
entsteht, das Argininflavianat kolorimetrisch zu bestimmen ver- 
sucht. Als Reduktionsmittel wurde Stannochlorid verwendet und 
zur Auflésung des in alkalischer Reaktion entstehenden Stanno- 
hydroxydes wurde Kaliumnatriumtartrat (Seignette-Salz) hinzuge- 
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Reagentien: 

1) Flaviansiure (1-Naphthol-2,4-dinitro-7-Sulfonsaure+ 3 
Molekiil Kristallwasser): Von Firma Takeda, Osaka. Diese Fla- 
viansiure wurde zur Herstellung der Standardlosung und zur 
Fallung des Arginins gebraucht. Zuerst habe ich das Praparat 
aus heisser 10% Salzsiure umkristallisiert und die in Vakuum 
neben Kalilauge getrocknete Siure in Kaliumsalz tbergefuhrt. 
Das Salz enthilt 114 Molekiil Kristallwasser. Kolorimetrische 
Vergleichung dieses Salzes mit dem Handelspraparat ergab keine 
Differenz. Daher wurde die Flaviansiaiure von Takeda ohne weiteres 
verwendet. 

2) 5% Kalilaugelosung. 

3) 20% Kaliumnatriumtartratlosung. 

4) 5% Zinncehloriir-Salzsdurelisung: 5g Zinnchlortir zur 
Analyse wurde in 100 eem 1%iger Salzsiure aufgelost und in einer 
dunklen Flasche aufbewahrt. Diese Losung zeigte eine weissliche 
Triibung, konnte aber ohne weiteres verwendet werden. Sie ist 
ungefahr 10-15 Tage brauchbar, aber dartiber hinaus nicht wegen 
der Abschwichung des Reduktionsvermégens. 

Zur ganz klaren rotlichen Verfarbung war die folgende Menge 
der Reagentien am geeignetesten. 


Flaviansaurelosung 1.0 cem 
5% Kalilauge ale) ven 
20% Seignettesalz 4.0" 55 
5% Zinnchloriir-Salzsiurelésung ILA) op 
mit Wasser auf 10.0 


” 


Nach dem Auffiillen mit Wasser bis zur Marke muss das 
Gemisch stark geschiittelt werden. Die maximale Farbentwicklung 
ist im Sommer in ca. 5 Minuten und im Winter in ea. 10 Minuten 
zu erreichen und die Farbintensitat bleibt wenigstens 1 Stunde 
unverandert. Seignettesalz braucht man nicht genau 4.0cem zu 
messen, es kann +20% variiert werden, aber 1 ccm Kalilauge soll 
moglichst genau abgemessen werden, sonst entsteht in der Liésung 
eine Triibung, die selbstverstindlich die Kolorimetrie umméglich 
macht. 


Zuerst wurde der Konzentrationsbereich der Flaviansiure fest- 
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gestellt, in dem der Flaviansiiuregehalt mit dem Farbgrad parallel 
geht. Esergab sich, dass bei Kolorimetrie, die nach oben erwihnter 
Vorschrift unter Verwendung von 1.0 cem Flaviansiure zwischen 
M/50 und M/3000 Liésung ausgefiihrt wird, der Farbgrad genau 
der Flaviansdurekonzentration proportional ist. 

Weiter wurde Argininmonoflavianat aus Argininnitrat herge- 
stellt und eine bestimmte Menge des getrockneten umkyistallisierten 
Salzes abgewogen, 2 Aquivalente Alkali zugesetzt und in Lésung 
gebracht, um eine M/200 Loésung zu bereiten. Als diese Lésung 
mit M@/200 Flaviansaure, wie oben beschrieben, kolorimetrisch ver- 
glichen wurde, stimmte der Farbungsgrad des Argininflavianats, 
wie aus der Tabelle I ersichtlich, innerhalb den zu erlaubenden 
Fehlergrenzen mit dem der Flaviansadure iiberein. Man kann den 
Arginingehalt aus der ermittelten Flaviansiuremenge errechnen. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung wird das Arginin zuerst aus 
der Versuchslosung als Flavianat niedergeschlagen und es muss, 
was bei ziemlich starker Aziditat der Losung zu verwirklichen ist, 
Monofiavianat sein. Mit Rticksicht auf die beim fermentativen 
Versuch auszuftihrende Enteiweissung brauchte ich zur Ansauerung 
Trichloressigsiure. Die Flavianatfallung wird in 10 ¢cem Zentri- 
fugenglas ausgefiihrt, das wie Messzylinder graduiert und mit 
Glasstopfen versehen ist. 

Zu 1.0cem M/200 Argininmonohydrochloridlésung wurde 1eem 
8%iger Trichloressigsaure, ferner 1 com 3% Flaviansaure hinzuge- 
fiigt und die Glaswand stark (100-200 Mal) gerieben, so dass sich 
Flavianat schon kristallisiert abscheidet.. Der Niederschlag wird 
nach etwa 30 Minuten abzentrifugiert und 2 Mal mit absolutem 
Alkohol gewaschen, um den Uberschuss von Flaviansiure zu ent- 
fernen. Dann wurden 1.0 cem Kalilauge und 4.0 cem Seignettesalz 
hinzugefiigt. Der Niederschlag wurde am siedenden Wasserbad 
aufgelést, nach Abkihlen 1.0cem Zinnchlortir-Salzsaure-Losung 
hinzugesetzt und mit Wasser auf 10ccm verdiinnt und gut gemischt. 
Diese Losung wurde mit 1.0cem M/200 Flaviansaure, die mit 
Zinnchloriir verfairbt worden war, kolorimetrisch verglichen, wobei 
eine Ubereinstimmung innerhalb der experimentellen Fehlergrenze 
erzielt wurde (Tabelle II). Ich méchte noch hinzuftigen, dass die 
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Flavianatfallung ohne Abkiihlen schon bei Zimmertemperatur 
vollstiindig vonstatten geht, und dass das Argininflavianat, falls es 
vollstandig abgeschieden wird, schnell von selbst zu Boden sinkt 
und eine klare iiberstehende Fliissigkeit liefert. Anstatt 1.0 ecm 
5% Kalilauge kann man 1.0 cem 2.5% Lithiumhydroxyd verwenden, 
worin sich das Argininflavianat ohne Erhitzen glatt auflost. Da 
eine geringee Menge absoluten Alkohols keinen Einfluss auf den 
Farbgrad ausiibt, brauchte im Versuch der nach dem Auswaschen 
am Boden zuriickgebliebene Alkohol nicht verdunstet werden. 

Nun wandte ich diese Kolorimetrie zur Arginasebestimmung 
an, wobei zuerst festgestellt wurde, dass aus dem durch Trichlor- 
essigsdure enteiweisst erhaltenen Filtrat das Argininflavianat 
unvolistandig ausgeschieden wird. Dieses Hindernis liess sich aber 
durch Kaolinbehandeln des Filtrats leicht beseitigen. Ich bestimmte 
bei 37° die Arginasewirkung folgendermassen : 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2.0 cem 

M/10 Natronlauge HAO) 55 

Wasser 3205, PH 9.2 
Puffer (Glykokoll-Natron ) 2: ais 
Fermentlosung AW 55 


Die endliche Argininkonzentration ist M/50. Diesem Gemisch 
wird eine geringe Menge Toluol zugesetzt. Davon werden zur 
bestimmten Zeit 3.0 ccm genommen und die gleiche Menge 8%iger 
Trichloressigsiure hinzugesetzt, nach ca. 15 Minuten filtriert, dem 
Filtrat ca. 0.8g¢ Kaolin zugesetzt, geschiittellt und nach etwa 10 
Minuten filtriert. 1.0cem von diesem Filtrat wird 1cem 3%iger 
Flavianséure hinzugefiigt, mit einem Glasstabechen an der Wand 
kraftig gerieben, sodass sich Flavianat ausscheidet. Dann wird 
auf obenbeschriebene Weise die kolorimetrische Untersuchung 
ausgefiihrt, wobei die Vergleichslésung aus 1.0 cem M/200 Flavin- 
sdure herzustellen ist. 

Mit dieser Methode habe ich zuerst die optimale Aziditit der 
Arginase bestimmt. Zusammensetzung der Versuchslésung wird im 
experimentellen Teil angegeben. Als Arginase wurde dialysiertes 
Autolysat der Schweineleber verwendet, welches wegen starker 
Aktivitat und geringen Eiweissgehalts den von manchen Autoren 
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gebrauchten Glyzerinextrakt iibertrifft. Der Versuch fiel bei Pu 
9.3 (bei 37° eine Stunde) am starksten aus, wie Tabelle III zeigt, 
was mit- den Angaben von Edlbacher und Bonem (1925), 
Hunter und Morrell (1933) und Kamiya (1935) gut iiber- 
einstimmt. 

Dann wurde es bei Pu 9.2 mit CaCle, CoCle, NiSO4, MgSOu, 
CuSO4, FeSOs, NaF, KCN, K4Fe(CN).¢ und K3Fe(CN). daraufhin 
untersucht, ob diese Substanzen auf die Arginase gewisse Hinfliisse 
ausiiben kénnen. So Konnte ich bei 1 stiindigem Versuch und 37° 
in den Grenzen des Zusatzes von 1.0 cem M/100—M /5500 Losung 
weder Aktivierung noch Hemmung konstatieren (Tabelle V). 
Aber unter derselben Bedingung wurde mit MnSOQOy, eine starke 
Aktivierung festgestellt. Die Aktivitatssteigerung betrug beim 
Zusatz von 1.0 cem M/100, W/500 oder M/5000 MnSOxz 30, 26 resp. 
21% (Tabelle IV). Klein und Ziese (1935) gaben an, dass die 
Arginase durch Mangansalz aktiviert werden kann, wahrend nach 
Kirian und Solowjew (1935) das Mn-ion die Arginase nicht zu 
aktivieren imstande sei. Edlbacher und Zeller(1936) schlossen 
sich der Ansicht von Klein und Ziese an. Aus meinen Experi- 
menten geht ebenfalls hervor, dass man im Manganoion einen 
Aktivator der Arginase ersehen kann. 

Was die Verteilunge der Arginase anbetrifft, muss ein Vor- 
versuch angestellt werden, um zu entscheiden, ob der Arginase- 
gehalt in frischen Organen nach der Autolyse gewisse quantitative 
Veranderungen erfahrt und ob der enteiweisste Organsaft oder 
das Autolysat unter den obenangefiihrten Bedingungen irgendeine 
durch Flaviansaure fallbare Substanz enthalt. So habe ich zuerst 
Kaninchen-Leber, Niere und Hoden zermahlen und 5  faches 
Volumen 0.85% iger NaCl-Losung hinzugesetzt. 2.0 cem davon 
wurden sofort zum Versuch der Spaltung des Arginins verwendet 
und zugleich wurde der Spaltunggrad mittels der Ureasemethode 
bestimmt, wobei das Resultat der beiden Bestimmungsverfahren 
vollig tibereinstimmend war (Tabelle VI). Dass beim sofortigen 
Versuch die zugesetzte Argininmenge unverandert wiederzufinden 
war und die Ureasemethode und die Kolorimtrie einen vollig 
iibereinstimmenden Wert ergaben, weist darauf hin, dass im ent- 
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eiweissten Organsaft unter den obengenannten Bedingungen keine 
durch Flaviansaure fallbare Substanz nachweisbar ist. 

Dann wurden Leber, Niere, Hoden und Muskel von Kaninchen, 
Hund und Huhn zermahlen und sobald oder nach der Autolyse auf 
die Arginasemenge hin untersucht. Wie die Tabelle VII zeigt, 
liess der Versuch mit der frischen Organsuspension, welche durch 
Zusatz von 5 fach grossem Volumen physiologischer Kochsalzlosung 
zu den zermahlenen Organen erhalten wurde, die Existenz der 
Arginase in jedem Oregane, abgesehen vom Muskel, nachweisen 
(Tabelle VII). Das Ferment war besonders reichlich bei Hunden 
und Kaninchen in Leber und beim Huhn in Niere vorhanden. 
Das Verhaltnis war etwas anders, als der Versuch mit der Ferment- 
losung ausgefiihrt wurde, welche aus den Organen durch 3 tagige 
Autolyse bei 37° unter Zusatz von Toluol-Chloroform und dann 
nach der Dialyse 3 Tage lang gegen Wasser erhalten wurde. Die 
Arginase war nur in Leber des Kaninchens und Hunden nachzu- 
weisen, aber ihre Aktivitéat war stark abgeschwacht in Vergleich 
mit der von den frischen Organaufschwemmungen. In den tibrigen 
untersuchten Autolysaten, einschliesslich der Hiithnerniere, wurde 
keine Arginasewirkung beobachtet (Tabelle VIII). Bei der Unter- 
suchung auf das Vorkommen der Arginasen mussten frische Organe 
zum Experiment genommen werden. 

Wie aus den obigen Experimenten hervorgeht, wurde im 
Muskel keinesfalls Arginase nachgewiesen, wie es schon frither von 
Edlbacher und Rothler (1925) berichtet wurde. Klein und 
Ziese (1935) haben kiirzlich angegeben, dass der Muskel, besonders 
der von Ratten, Arginin nicht zu spalten vermag, aber beim Zusatz 
von Mn eine Arginasewirkung in Erscheinung treten kann. Dem 
anschliessend, berichteten Edlbacher und Zeller (1936), dass 
in der Tauben-Muskulatur eine sehr intensive Arginase-Reaktion 
bei Gegenwart von Mangansalzen ausgelést wird. Die Arginase- 
aktivierung durch Manganosalz wurde, wie schon oben angegeben, 
festgestellt. Mein Experiment ergab aber, dass der frische Muskel 
von Ratte und Taube unabhingig von Anwesenheit des Mn selbst 
nach 24 Stunden das Arginin nicht zu spalten vermag. 

Weiter haben Hellerman und Perkins (1936) berichtet, 
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dass Urease in Anwesenheit von Co, Mn oder Ni das Arginin zu 
hydrolysieren imstande sei. Mein Experiment ergab aber, dass bei 
* Verwendung sowohl der kauflichen Urease als auch des bei uns 
aus Sojabohne hergestellten Praparats keine Arginasewirkung 
durch Zusatz von solchen Salzen hervorgerufen wurde. Somit 
konnte ich, wie vorstehend berichtet, an Hand der Kolorimetrie 
des Arginins Arginasewirkung von den verschiedensten Richtungen 
betrachten. 


EXPERIMENTELLER TEIN. 


Argininmonohydrochlorid wurde aus Gelatine, Kokkd Marke 
von Nitta, Tokyo nach Bergmann und Zervas(1927) hergestellt. 
Genaue Vorschrift ist in Organic Syntheses XII (1932) vorhanden. 

Die Gewinnung der Arginaselésung wurde wie folgt ausge- 
fiihrt. 500 g zerkleinerter frischer Schweineleber wurden 2500 ecm 
Wasser und ¢a. 3 cem 36% iger Essigsaure zugesetzt. Unter Zusatz 
von Chloroform und Toluol wurde das Gemisch bei 37° 72 Stunden 
autolysiert und dann das Filtrat 3 Tage gegen Wasser dialysiert. 
In Eiskammer aufbewahrt ist die Fermentlosung monatelang 
haltbar. 

Pufferlosung war M/2 Essigsiure-Acetat oder M@/10 Glykokoll- 
Natron. Pu wurde an der Versuchslosung mittels Indicatorpapier 
bestimmt. Versuchstemperatur war, sonst nichts angegeben, 37°. 

In den nachstehenden Tabellen der Fermentversuche wird die 
in 1 cem des enteiweissten Filtrats gefundene Argininmenge ange- 
geben. Falls keine Argininspaltung entsteht, ist die nachgewiesene 
Argininmenge 1.742 mg. 

I. Kolorimetrie des reinen Aregininflavianats. 


TABELLE I. 
M/200 Arginin- als Flaviansiiure als Arginin A Fehler 
RAI EMRGRD ber. mg gef.mg | ber. mg gef. mg %o 
0.5 cem 0.785 0.789 0.435 0.437 101 1 
A) 1.570 1.586 0.870 0.878 101 1 
PAD) op 3.141 3.207 1.742 1.769 102 2 


454 T. Iwabuchi: 
II. Kolorimetrische Bestimmung des Arginins an seiner 
reinen Losung. 
TABELLE IT. 
als Flaviansaure als Arginin o Fehler 
ber. ng gef. mg ber. mg | gef. mg % 
1.571 1.547 0.870 | 0.859 99 1 
Ill. PxH-Optimum der Arginase (1 stiindiger Versuch). 
M/10 Argininmonohydrochlorid 2.0 ccm 
M/10 Natronlauge oes 
Wasser 4-a. ,, 
Puffer 2.0 ,, 
Fermentlosung 205 
TABELLE III. 
M/10 | | 
NaOH cem 0 | 0 0.1 | 0.2 1.0 2.0 2.0 
| 
Essigsaure- | 
Puffer Acetat Glykokoll-Natron 
Ph 6.0 | 6.2 7.7 8.3 | 9.3 | 102 | 112 
Arginin mg 1.44 1:37 P26 2s | 1.15 1.38 1.61 
Arginin- | | 
spaltung7% | 17 | 21 28 28 | 34 7.5 
IV. Arginaseaktivierung des Manganosalzes (1. stiindiger 
Versuch bei Pu 9.2). 
M/10 Argininmonohydrochlorid 2.0 cem 


M/10 Natronlauge 
MnSO, Lésung 
Wasser 


M/10 Glykokollnatronpuffer 


Fermentlosung 


1.0 
1.0 
2.0 
2.0 
2.0 


” 


” 


” 


” 


” 
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TABELLE IV. 


ohne Mn mit Mn 
Mnso } Aktivier- 
m sofort | 1 Std. | Spalt- | sofort | 1 Std. | Spalt- | ung % 
mg mg |umg%)| mg mg | ung % 
M/100 1.0cem| 1.71 1.20 su! 1.74 1.04 40 30 
M/500 1.0 ,, eval ge om 31 IAL 1.06 39 26 
M/5000 1.0. ,, iy 128 29 labs |) aa 35 21 
M/500001.0 ,, 1.70 1.24 28 if 1.28 29 0 


V. Einfluss der Salze auf die Arginasewirkung (PH 9.2). 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2.0 eem 
M/10 Natronlauge TAD. os 
Salzlésung UA 55 
Wasser PO) 4: 
M/10 Glykokollnatronpuffer BAD 5: 
Fermentlosung 220s 
TABELLE V. 
Arginin mg ; 
Salze x Hy drolyse 
sofort 1 Std. % 
ohne CaCl: lpr 28 29 
, 9 
mit CaCl | M/100 1.0 ccm 1.69 1.22 30 
M/500 1.0 _,, 1.69 1.27 27 
ohne COCI: 1.74 aoa 30 
( M/30 WO 5, e7ali 1.26 28 
mit COCl: apes 10s 5 1,74. 1.24 29 
M/500 1.0 ,, 1.70 1.21 30 
ohne NiSO, ey? IR25 28 
{ 0/00 CON ae ised PAL 31 
mit NiSO. | w/500 1.0__,, 1.71 1.25 28 
ohne MgSO, 1.72 1.26 28 
M/100 1.0 ,, 1.74 1.26 28 
mit MgSO. ~ M/500 1.0 ,, 1.72 1.20 31 
M/5000 1.0 ,, 1.69 1.24 29 
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ohne CuSO, | PAL 1.28 | Pit 

M/100 1.0 ,, | 1.71 Teer 29 
mit CuSO, 4 M/500 1.0 ,, | 1.68 | 120/54 31 

| | | 

M/5000 1.9 ,, | 74. © | 1.22 | 30 
ohne FeSO, 17005 Beo0 Fai 29 

M/100 1.0 ,, vk Ld 1.21 | 31 
mit FeSO, ~ M/500 1.0 ,, 1.70 12088 ai 31 

M/5000 1.0 ,, | 1.72 1.25 28 
ohne Nak ve 1) | 30 

M/100 1.0 ,, 1.69 1.24 | 29 
phe lan aoe 10-5; 1.69 f26<. | 28 
ohne KCN | 1.69 123 29 
(sa Ome 1.70 1.23 29 
Pe ON 500 21.0 *, 1.70 1.27 27 
ohne K,Fe(CN), | Te ot 1.26 | 28 
mit K,Fe(CN), | 

M/100 1.0 ,, | 1.70 1.25 28 
ohne K,Fe(CN), 1.70 | ROR | 31 
mit K,Fe(CN), | 

M/100 1.0 ,, 1.69 | 1.25 2g 


VI. Vergleich der kolorimetrischen wnd Ureasemethode bei dem 
Arginasenachweis bet Ph 9.2 in den frischen Organen 
des Kaninchens. 


M/10 Argininmonohydrochlorid 6.0 ¢em 
M/10 Natronlauge SHON 2p 
Wasser OA 36 
Glykokoll-Natronpuffer CLOTS 
Organsuspension 6.0 


Kolorimetrische Argininbestimmung wurde wie oben erwihnt 
ausgeftihrt. Zur Ureasemethode wurde 10.0cem der Versuchs- 
losung mit gleichem Volumen 5% Trichloressigsiure enteiweisst 
und 10.0 cem Filtrat wurde durch Zusatz von 1.5 cem N/10 Natron- 
lauge neutralisiert, mit 4cem M/10 Phosphatpuffer (PH 7) und 
4cem 2% Urease versetzt und bei 40° 1 Stunde stehen gelassen. 
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NH3-Bestimmung dureh Destillierungsmethode. Im _ Kontroll- 
versuche wurde anstatt Argininhydrochlorid und Natronlauge 9.0 
ecm Wasser gebraucht und die dabei durch Ureasemethode ermit- 
telte NH3-Menge wurde vom Hauptversuchsresultate abgezogen, 
Kolorimetrischer Argininnachweis verlief bei dem Kontrollversuch 
immer negativ. 


TABELLE VI. 


a) Leber. 
.Sofort | 1 Stunde 24 Stunden 
} ~ . ——— — 
Arginin | Arginin Spaltung Arginin Spaltung 
mg mg % mg % 
Kolorimetrie ileal 0 | 100 0 100 
Ureasemethode 0.01* 99 O03 98 
b) Niere. 
| Sofort 1 Stunde 24 Stunden 
| Arginin | Arginin | Spaltung | Arginin Spaltung 
| mg mg % mg o 
Kolorimetrie | 1.74 1.44 aly 0 100 
Ureasemethode 1.46* 16 Oe 100 
c) Hoden. 
Sofort 1 Stunde | 24 Stunden 
Arginin | Arginin  Spaltung Arginin Spaltungz 
| mg mg | 0 mg Jo 
= a ae 
Kolorimetrie | 1.74 IY) 2 1.50 14 
Ureasemethode | 1306" || "4 | 1.46* | 16 
* 


*% 


Aus dem bemessenen NH: berechnete ungespaltene Argininmenge in 
1.0 cem enteiweissten Filtrats. 
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VII. Versuch bei Ph 9.2 tiber das Vorkommen der Arginase 
in verschieden Organen. 
TaBELLE VII. 
Kaninchen Hund Huhn 
Argininspaltung Argininspaltung Argininspaltung 
oO (o} oO 
| asta. | 24Stan.) 18ta. | 24Stdan.] 18td. | 24 Stdn. 
Leber 100.0 100.0 100.0 100.0 2.0 10.5 
Niere 22.1 100.0 5.0 29.8 29.7 100.0 
Hoden 3.0 15.0 10.2 47.7 8.2 31.2 
Muskel 2.0 1.0 1.0 1.0 0 2.0 
VIII. Arginasewirkung der dialysierten Organautolysate 
ber Ph 9.2. 
TABELLE VIIT. 
Kaninchen Hund Huhn 
Argininspaltung Argininspaltung Argininspaltung 
O O ‘O 
1 Std. 24 Stdn. 1 Std. 24 Stdn. AL Shick 24 Stdn. 
Leber 38.2 100.0 49.9 100.0 0 TO 
Niere 2.0 3.0 0 1.0 1.0 2.0 
‘Hoden 2.0 2.0 1.0 2.0 1.0 
Muskel 1.0 2.0 0 1.0 0 UG) 
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. . 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 30. October 1936) 


Uzawa (1932) hat friiher berichtet, dass dem Phosphatasen- 
system 3 Arten Monoesterase angehoren, die voneinander durch die 
Lage des PH-Optimum unterschieden werden kénnen. Wenn in all 
diesen dialysierten Phosphatasenlésungen oder wenigstens in einer 
derselben die Reversibilitat der Fermentwirkung nachweisbar ware, 
so miuisste eine vergleichende Untersuchung tiber das optimale PH 
der Synthese und der Hydrolyse zur Aufklarung der physiologi- 
schen Bedeutung dieses Fermentes mehr oder weniger beitragen. 
Es gelang bei uns aber bisher niemand experimentell nachzuweisen, 
dass anorganisches Phosphat durch die dialysierten Monoesterasen- 
losungen bei verschiedenen PH sowohl mit Glycerin, als auch mit 
Zucker z.B. Glucose und Fruktose verestert werden kann. So sind 
wir jetzt der Meinung, dass es zum enzymatischen Phosphorsaure- 
verestern eines anderen sich zugleich abspielenden chemischen 
Vorganges bedarf, der die bei der Synthese zu verbrauchende 
Energie liefert. 

Um das Phosphorierungsproblem analytisch zu studieren, habe 
ich durch Anregung von Prof. Akamatsu inittelst Kaninchen- 
erythrocyten die Bedingungen fiir die maximale Veresterung naher © 
erforscht. 

Rona und [Iwasaki (1927) bestimmten den Phosphorsaure- 
estergehalt der Blutkérperchen. Nach den Autoren ist die Zunahme 
der beim Stehenlassen der Erythrocyten frei werdenden anorgani- 
schen Phosphorsiure vom Zuckergehalt des Systems abhingig, 
sodass der Zuckerzusatz die Spaltung des Phosphorsaureesters 
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hemmt und das Gleichgewicht zugunsten der Synthese verschiebt. 
Sie konnten ferner feststellen, dass alle Faktoren, welche das Ver- 
estern ungiinstig beeinflussen, der Glykolyse gegentiber auch einen 
ungiinstigen Einfluss ausiiben. Roche (1929) konnte im Verlauf 
der Blutglykolyse Verschiebung des anorganischen P-Werts nach- 
weisen, indem er bei 29 von 42 Fallen eine Abnahme von 15-30%, 
bei 9 vielmehr eine Zunahme und in anderen keine quantitative 
Veranderung fand. 

Es kann jetzt als sicher bewiesen gelten, dass der Zucker bei 
der Blutglykolyse wie beim Zuckerabbau in Muskel und in Hefe 
zuerst phosphoriert wird. Falls die Glykolyse in den Blutkorper- 
chen erfolgt, so muss sich auch das Phosphatverestern in den Blut- 
kérperehen abspielen. Aus diesem Grunde habe ich folgende Ex- 
perimente an Hand der mit isotonischer Losung gewaschenen Hry- 
throecyten ausgeftihrt. 

Bei dem Versuch der Phosphorierung muss man darauf achten, 
dass soweit die umkehrbare Reaktion Phosphorsdureester = Phos- 
phorsaure+ Alkohol durch die Erythrocytenphosphatase katalysiert 
wird, zugleich mit der Synthese die Hydrolyse der entstandenen — 
Zuckerphosphorséure vonstatten geht, und dass wahrenddessen 
auch Dephosphorierung von phosphorhaltigen Zellbestandteilen 
parallel fortschreiten muss. Also ist es vorerst erforderlich, die 
Dephosphorierung dieser Hrythrocytenbestandteile und den Wir- 
kungsgrad der Blutkérperchenesterase zu erforschen. 

Der Erythrocytensuspension, die aus defibriniertem Kanin- 
chenblut, nach 3-4 maligem Waschen mit physiologischer Kochsalz- 
losung auf das originale Blutvolumen isotonisch gefiillt, bereitet 
war, wurde eine gleiche Menge 0.85% NaCl zugesetzt, und darauf 
die Vermehrung des anorganischen Phosphats zeitlich verfolgt, 
wobei der Gehalt des anorganischen Phosphats mit der Zeit zunahm, 
und zwar nach 8 Stunden eine Zunahme von durchschnittlich 
0.0356mg pro leem der Probe, wenn auch individuell mehr 
oder weniger verschiedene Zunahme, beobachtet wurde. Anderer- 
seits wurde der Erythrocytensuspension ein gleiches Volumen 
M/100 Glycerophosphat in M/7 NaCl hinzugefiiet und die Hydro- 
lyse zeitlich naher studiert. Das hinzugefiigte Glycerophosphat fiel 
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nach 3 Stunden im Mittel 27% der Hydrolyse anheim, eine 
Tatsache, die beweist, dass die Erythrocyten unter diesen Ver- 
suchsbedingungen eine miassig starke hydrolysierende Fahigkeit 
dusserten. 

Da der Hydrolyse des Glycerophosphats das Eindringen dieses 
Substrates in die Blutkérperchen vorangehen muss, soll nun auf 
experimentellem Wege erforscht werden, wie die Diffusionsgeschwin- 
digkeit in die Stromata den Hydrolysengrad beeinflusst. 

Der Blutkorperchensuspension wurde einerseits ein gleiches 
Volumen des mit 0.85% NaCl isotonisch eingestellten 1/100 Gly- 
cerophosphats zugesetzt, andererseits wurde sie mit 7/100 Glycero- 
phosphat vermischt und hamolysiert, die so erhaltenen beiden 
Proben wurden zu vergleichenden zeitlichen Untersuchungen der 
anorganischen Phosphorsaure herangezogen, wobei die Hydrolyse 
nach 3 Stunden bei der ersteren eine Vermehrung von durchsehnitt- 
lich 27% und bei der letzteren eine von 36% aufwies, ein Beweis, 
dass das Glycerophosphat unter diesen Versuchsbedingungen leicht 
in die Stromata diffundieren kann. 

Weiter wurden Hinfliisse verschiedener Substanzen auf die 
Hydrolyse des Glycerophosphats in der Erythrocytenaufschwem- 
mung und der hamolysierten Losung naher erforscht. Ich konnte 
feststellen, dass Lecithin und Trypsin die Steigerung der Durchgan- 
gigkeit des Glycerophosphats verursacht. Dem Cholesterin und 
Phlorin kommt, wenn auch in kleinerem Grade, dieselbe Wirkung 
zu. Dagegen aber zeigte der Versuch mit der Suspension, welche 
derart hergestellt wurde, dass man Erythrocyten mit Tanninsaure 
zuerst behandelt und dann mit 0.85% NaCl wascht, eine gewisse 
Herabsetzung der Diffundierbarkeit des Glycerophosphats. Natri- 
umfluoid hemmt die Hydrolyse des Glycerophosphats sowohl in 
der Erythrocytensuspension als auch im hamolysierten Blut, 
wihrend diejenige der Phosphorverbindungen der Blutkérperchen- 
bestandteile gar nicht beeinflusst wird, was durch das Auftreten 
der gleichgradigen P-Vermehrung in der Erythrocytensuspension 
und in der haémolysierten Losung sowohl mit als auch ohne Zusatz 
von Natriumfluorid nachgewiesen werden konnte. 

Die Experimente zur Phosphorierung wurden alsdann ausge- 


s 
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fuhrt. 

Zuerst habe ich den Hinfluss der Konzentration der Kompo- 
nente des Veresterungssystems, nimlich des Zuckers und Phosphats, 
auf den Synthesekoeffizient untersucht. Phosphorhaltige Verbin- 
dungen in Blutkérperchen werden, wie oben beschrieben, im Laufe 
der Zeit hydrolysiert. Bei Berechnung der Synthese habe ich aber 
diese Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure bequemlich- 
keitshalber nicht in Betracht gezogen und den Veresterungsgrad 
bloss aus dem verminderten Gehalt des zugesetzten anorganischen 
Phosphats errechnet. 

Vorest wurde 2M/7 Glucoselésung welche K2HPO, in M/10, 
M/20, M/50, resp. M/100 enthielt, zubereitet. Dann wurde jeder 
Losung eine gleiche Menge der Blutkérperchenaufsechwemmung 
zugesetzt und den anorganischen Phosphor zeitlich bestimmt, wobei 
seine prozentuelle Verminderung bei einer grossen Konzentration 
des Phosphats am geringsten und bei derjenigen von M/100 am 
erdssten festgestellt wurde. Daher habe jch bei den folgenden 
Versuchen, um die Beeinflussbarkeit des Phosphorierungsgrades 
unter varlierenden Bedingungen méglichst deutlich zu beobachten, 
die zuzusetzende P-Menge meistenfalls als M/100 Endkonzentration 
bestimmt. 

Falls bei derselben Phosphatkonzentration die Glucosemenge 
des Systems vermindert wird, namlich 2M/7 Glukose in M/100 
_Phosphat mit M@/7 NaCl in M/100 Phosphat 2, 4 resp. 10 fach ver- 
diinnt und jeder der so hergestellten Losungen ein gleiches Volumen 
Blutkorperchensuspension hinzugefiiet wurde, dann war der Ver- 
esterungsprozentsatz bei verminderter Glucose betrachtlich klein. 
Daraus ist ersichtlich, dass der hohe Phosphorierungsgrad bei 
grossem Zuckergehalt zu verwirklichen ist. 

Weiter wurde der 2M/7 Fruktose in M/100 Phosphatlésung 
gleiche resp. 2 oder 4 fache Menge der Blutkérperchenaufschwem- 
mung hinzugefiigt und die Synthese vergleichend untersucht. In 
dem letzteren Fall wurde keine Verminderung des anorganischen 
Phosphors zum Nachweis gebracht. Hs soll so erklirt werden, dass 
die veresterte P-Menge gerade durch die P-Abspaltung aus dem 
Blutkorperchenbestandteile kompensiert wurde. Wenn man aber 
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diese abgespaltene P-Menge in Rechnung zieht und ausserdem vor- 
aussetzt, dass diese Hydrolyse unabhangig von der Synthese des 
Zuckerphosphats vor sich geht, so ergibt es sich, dass je grésser 
die Blutkérperchenzahl ist umso weiter schreitet die Phosphorierung 
fort. Da zur experimentellen Bestitigung der Phosphorierung der 
Nachweis der P-Verminderung in dem System praktisch vorteilhaft 
ist, so ist der Zusatz eines gleichen Volumens 2M/7 Zucker in 
M/100 Phosphat zur oben genannten Blutkérperchensuspension als 
geeignet zu erwahnen. 

Wenn dieses Phosphorierungssystem weiter mit seinem 14 oder 
11% Volumen 0.85% iger Kochsalzlésung verdiinnt wird, so erfahrt 
der Synthesengrad eine Abnahme. Die Verdiinnung des Systems 
verursacht also wirkliche Verminderung der Phosphorierung, 
obwohl die relative Konzentration der an der Reaktion teilneh- 
menden Komponente damit nicht verandert wird. 

Alsdann wurden vergleichende Versuche der Phosphorierung 
verschiedener Zuckerarten angestellt, wobei Glucose, Fruktose und 
vor allem Mannose in weitem Grade Verminderung des an- 
organischen Phosphors zeigte, wahrend mit Galaktose keine Phos- 
phorierung, sondern eine Vermehrung des anorganischen Phosphors 
nachgewiesen wurde, was der Dephosphorierung der Blutkorper- 
chenkomponente zuzuschreiben sein kénnte. Rohrzucker, Maltose 
und Laktose wurden ebenfalls nicht verestert. Auf diese Weise 
gelang es mir nachzuweisen, dass bloss glykolysierbare Zuckerarten 
der Synthese anheim fallen koénnen. 

Nachstdem wurden die Bedingungen, welche die Phosphorie- 
rung quantitativ in die Hohe zu bringen imstande sind, naher 
studiert. 

Im Thermostat von 37° wurde das Phosphorierungssystem aus 
gleichen Volumina von Erythrocytensuspension und 2M/7 Glucose 
in M/100 Phosphat ultraviolett bestrahlt, wobei keine Phosphorie- 
rung, sondern eine Vermehrung des anorganischen Phosphors 
auftrat. Ferner wurde durch das System wahrend des Versuchs 
Stickstoff oder Sauerstoff geleitet. Die Sattigung mit Stickstoff 
tibte keine merkliche Beeinflussung aus, was darauf hindeutet, dass 
die zur Synthese Energie liefernde Reaktion anoxybiontisch ver- 
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laufen kann. Bei der Sauerstoffeinleitung zeigte sich vielmehr eine 
Verminderung des Synthesekoeffizienten. Der Einfluss des Insulins 
und Adrenalins wurde dann wie folgt untersucht. Aus dem 2 
Stunden nach Insulin- oder Adrenalininjektion entnommenen Blut 
wurden die Blutkérperchen zubereitet und ein vergleichender 
Versuch mit denjenigen vor der Hormoninjektion angestellt. Nach 
Insulininjektion konnte man eine geringe Zunahme der Synthese 
konstatieren, wahrend die Adrenalininjektion vielmehr Neigung zur 
Vermehrung des anorganischen Phosphors erzeugte. In bezug auf 
die Hinfliisse der verschiedenen organischen und anorganischen 
Salze auf die Phosphorierung konnte ich bei Zusatz von M/100 
Kalium Carbonat und Guanidin Carbonat eine leichte Vermehrung 
der Synthese feststellen, andere Substanzen, unter denen Adenosin- 
triphosphat, Fruktosediphosphat, Pyruvinat, Monojodacetat, Acet- 
aldehyd, Magnesiumehlorid, Arginin, Kreatin u.s.w. aufzuzaihlen 
sind, tibten fast keinen Einfluss aus oder es konnte sogar eine 
Vermehrung des anorganischen Phosphors nachgewiesen werden. 

Bei den oben erwaéhnten Versuchen wurden Blutkorperchen 
mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und in derselben 
aufgeschwemmt. 

Um Natriumehlorid mit anderen Salzen auszutauschen, habe 
ich als Waschfltissigkeit und suspendierende Losung Kaliumchlorid, 
Kaliumcitrat resp. Ammoniumceitrat gebraucht. Bei Kaliumchlorid 
war im Vergleich mit dem Fall von Kochsalzbehandelung keine 
merkliche Differenz vorhanden, aber bei Kaliumcitrat und noch 
ausgepragter bei Ammoniumcitrat wurde eine Vermehrung des 
Phosphorierungsprozentsatzes beobachtet. 

Beginstigender Einfluss von Ammoniumion auf die Synthese 
war unubersichtlich gross, was auch bei dem weiteren Versuch mit 
Kaliumsulfat und Ammoniumsulfat noch deutlicher zum Vorschein 
kam. Ob diese Ammoniumwirkung bei der Phosphorierung irgend- 
einen Zusammenhang mit der wohlbekannten Desaminierung der 
Adenylsiure habe, soll zukiinftig untersucht werden. Sowohl 
Citrat als auch Sulfat gehort zu den kalkfallenden Mitteln, aber 
dass es hier nicht um Entionisierung des Calcium sich handelt, ist 
daraus ersichtlich, dass die Behandelung der Blutzellen mit Kalium- 
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oxalat in gleicher Weise keine Verminderung sondern sogar Ver- 
mehrung des anorganischen Phosphats verursachte. 

Unter den obigen Experimenten zeigte das System, in welchem 
der mit Ammoniumsulfat zubereiteten Blutkérperchensuspension 
ein gleiches Volumen von 2M/7 Zucker in M/100 Kaliumphosphat 
zugesetzt worden war, die grésste Phosphorierung. 

Als in diesem System anstatt von M/100 Kaliumphosphat 
M/100 Ammoniumphosphat und zwar (NH4)H»2PO4, (NH4)2HPOg, 
resp. (NH4)3PO,4 zur Verwendung kam, konnte ausser dem Einfluss 
der Aziditat des Medium noch eine stark gesteigerte Synthese beo- 
bachtet werden. Mit (NH4)3POs wurde nach 4 Stunden eine 
78%ige Phosphorierung festgestellt. 

Hier ist es auch erforderlich zu erforschen, ob nach dem 
Waschen mit Ammoniumsulfat eine Verminderung der dephos- 
phorierbaren Substanzen in Blutkoérperchen stattgefunden hatte 
oder ob das Sulfat eine verminderte Dephosphorierung jener Sub- 
stanzen verursachte. Das Experiment ergab, dass Erythrocyten, 
in physiologischer Kochsalzlosung oder in isotonischer Ammonium- 
sulfatlosung aufgeschwemmt, sowohl die P-haltigen Zellbestandteile 
als auch zugesetztes M/100 Glycerophosphat in M/7 NaCl in glei- 
chem Grad aufzuspalten imstande waren. 

Als die Phosphorierung verschiedener Zuckerarten mit den in 
Ammoniumsulfat suspendierten Erythrocyten und zugleich ver- 
eleichend mit denselben in Kochsalzlésung untersucht wurde, kam 
ich zum Resultat, dass die Synthese bei Glucose und Fruktose in 
stark erhodhtem Mass vonstatten ging, wahrend Verestern der 
Mannose mehr oder weniger beeintrachtigt wurde. Galaktose und 
Maltose konnten auch nicht phosphoriert werden. 

Wenn die Blutkérperchen in dem obenerwahnten System 
anorganischen Phosphor zur gebundenen Form ftihren konnen, so 
muss das veresterte Phosphat entweder in den Zellen bleiben oder 
dureh Stromata hindurch in die aussere Losung gelangen. Um 
dieses zu entscheiden, wurde folgenderweise experimentiert. Von 
dem obenangefiihrten Phosphorierungssystem und von dem Gemisch 
aus derjenigen Blutkérperchensuspension + gleichem Volumen 
M/100 Phosphat in M/7 NaCl wurde je ein Teil sogleich und nach 
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3 Stunden zentrifugiert und der so erhaltene Abguss wurde auf 
den Gehalt anorganischen wie gesamten Phosphors untersucht. Im 
Phosphorierungssystem wurde ausser deutlicher Abnahme des 
anorganischen P-Gehalts noch beobachtet, dass der nach 3 Stunden 
gefundene anorganische Phosphor dem gleichzeitig vorhandenen 
Gesamt-P fast nahe lag, wahrend bei Abwesenheit von Zucker der 
anorganische Phosphor in der Aussenfliissigkeit in derselben Zeit- 
dauer fast unverandert blieb, was vielleicht damit erklart werden 
kann, dass der aus Zellbestandteilen abgespaltene P das Eindringen 
des Phosphats verhindert. Immerhin war die veresterte Phosphor- 
sdure ausschliesslich in den Blutkérperchen zugegen. Es _ ist 
bemerkenswert, dass das Glycerophosphat ganz leicht durch die 
Stromata diffundiert, dagegen die in den Zellen aus dem Zucker 
und Phosphat. gebildeten Phosphorverbindungen in den Blut- 
korperchen bewahrt blieben. 

Bei diesen synthetisierten P-Verbindungen handelt es sich 
allerhochstens um Hexosephosphat, weil in dem Phosphorierungs- 
system keine deutliche Zunahme von nach Meyerhof und 
Lohmann (1934) alkaliverseifbarem P nachweisbar war und in 
Trichloressigfiltrat von 3 stiindiger Probe keine Brenztraubensiure 
durch Dinitrophenylhydrazin (Neuberg, 1931) gefallt wurde und 
daher die Glykolyse als tiber die Hexosephosphatbildung nicht 
fortgeschritten anzunehmen ist. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 
1. Zuberecitung der Blutkérperchenaufschwemmung. 


Das durch Herzpunktion entnommene Kaninchenblut wird 
defibriniert, der Abguss weggegossen, Hrythrocyten mit physio- 
logischer Kochsalzlésung 3-4 mal gewaschen, dann mit der be- 
treffender Flissigkeit zum Originalvolumen aufgefiillt. 

Wie oben erwahnt, wurde je nach dem Zweck statt der phy- 
siologischen Kochsalzlosung M/7 KCl, 2M/7~%3 Kaliumoxalat, 
M/7x2 Kaliumeitrat, M/7 x2 Ammoniumcitrat, 2M/7 x3 Kalium- 
sulfat oder 2M/7 x3 Ammoniumsulfat gebraucht. M/7 x2 Kalium- 
citrat stellt man so her, dass M/7 Citronensiure mit gleichem 
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Volumen 3/7 Kalilauge gemischt wird. M/7x2 Ammonium- 
citrat wird so bereitet, dass ein bestimmtes Volumen J//7 Citronen- 
saure nach Neutralisieren mit Ammoniak auf das doppelte Volumen 
mit Wasser verdiinnt wird. 2M/7x3 Ammoniumsulfat wird bei 
Herstellung durch Ammoniakzusatz gegen Lackmus neutralisiert. 


2. Die isotonische Glycerophosphatlésung war M/100 Natrium 
Glycerophosphat gelost in M/7 NaCl. 


Zum Hydrolyseversuche des Glycerophosphats wird Blut- 
kdrperchensuspension mit gleichem Volumen von a) M/7 NaCl 
oder b) M/100 Glycerophosphat in M/7 NaCl versetzt. Bei der 
Glycerophosphathydrolyse durch Hamolysat werden die Versuche 
so angestellt, dass der Blutzellensuspension gleiches Volumen von 
a’) Wasser und b’) M/100 Glycerophosphat zugesetzt wird, wobei 
die Aufloésung der Erythrocyten sofort stattfindet. Jede Losung 
wird im Thermostat bei 37° gehalten und davon wird eine bestimmte 
Menge sofort, nach 1, 2 resp. 3 Stunden herausgenommenen und 
mit gleichem Volumen 16% Trichloressigséure vermischt, 5 eem Fil- 
trat wird zur Bestimmung des anorganischen Phosphors herangezo- 
gen. b)-a) stellt den Wert des Glycerophosphats dar, welche 
durch die Phosphatase der Hydrolyse anheim fallt. 


3. Lsotonische Phosphat-Zuckerlosung. 


M/100 K,HPO,-Lésung wird zuerst zubereitet, um dann damit 
2M/7 Zuckerlosung herzustellen. Dazu wird der Ausdruck M/100 
Ke.HPO, in 2M/7 Zucker gebraucht. Der Versuch zur Phospho- 
rierung wird wie folgt ausgeftihrt. Man mischt Blutkorperchen- 
suspension mit gleichem Volumen isotonischer Phosphat-Zucker- 
losung und stellt sie in Thermostat bei 37°. 1lecm davon wird 
sofort, nach 1, 2, resp. 3 Stunden herausgenommen, mit 0.05% Nak 
5 fach verdiinnt, mit gleichem Volumen 16% Trichloressigsaure 
enteiweisst, und dann wird 5cem Filtrat zur Bestimmung des 
anorganischen Phosphors verwendet. 

Bei dem Citrat oder Oxalat enthaltenden System war die P- 
Bestimmung nach Fiske und Subbarow wegen der verzogerten 
Farbentwickelung nicht ausfiihrbar. Daher wurde dabei Young- 
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burgsche Methode angewandt, aber selbst dadurch ergab die P- 
Bestimmung an der sogleich nach Anstellung der Citrat- oder 
Oxalatversuch entnommenen Probe noch eine etwa um 10% 
geringere Menge als der zugesetzte Phosphor. Jene P-Zahl wurde 
jedoch willkiirlich als Anfangswert zur Berechnung der Phospho- 
rierungsgrades gebraucht, ohne in das Wesen des herabgesetzten 
P-Nachweises einzugehen. 

Bei dem Experimente an Hand der Einfliisse verschiedener 
Substanzen auf Glycerophosphathydrolyse und Phosphatver- 
esterung wurden gewaschene Erythrocyten mit 1% Lecithin, 1% 
Trypsin, 1% Cholesterin, @/100 Monojodacetat, M/100 Kalium- 
earbonat, M/100 Guanidinearbonat, M/100 Brenztraubensaures- 
natrium, M/100 Fruktosephosphat oder 0.5% <Acetaldehyd je in 
physiologischer Kochsalzlésung bis zum Originalvolumen aufgefiillt 
und dann das gleiche Volumen M/100 Glycerophosphat in M/7 
NaCl oder 2M/7 Zucker in M/100 K2.HPO, zugesetzt und wie oben 
beschrieben zeitlich behandelt, um den anorganischen Phosphor zu 
bestimmen. 

Phlorin, Arginin und Kreatin wurden je 5mg und Adenosin- 
triphosphat 1 mg auf 1 cem Blutkérperchensuspension hinzugesetzt, 
wahrend bei anderen die Phosphorierungsversuche so ausgefiihrt 
wurden, dass 1 Tropfen 4% NaF, 10% CaCly oder 10% MgCl. zum 
Phosphorierungssystem zugesetzt wurde. 

Beim Versuch mit Tannin vermischt man 0.1% neutralisierter 
Tanninlosung mit gleichem Volumen 1.7% NaCl, fiigt der so herge- 
stellten Losung ein fast gleiches Volumen der Blutkérperchen- 
suspension hinzu, lasst das Ganze einige Minuten stehen und zentri- 
fugiert. Der Bodensatz wird dann mit physiologischer NaCl- 
Losung bis zur Menge der originalen Blutkérperchenaufschwem- 
mung aufgefiillt. 

Bestrahlung mit kiinstlicher Héhensonne wird im Thermostat 
bei 37° in der Entfernung von etwa 30-40 cem ausgefiihrt. 

Insulininjektion 2.5 Einheiten pro ke und Adrenalinchlor- 
hydrat 0.3 cem 1:1000 pro kg. 

Die Zahlen in der Tabelle zeigen den gefundenen P in mg pro 
leem der Versuchslésung, das hydrolytische Prozent des Glycero- 
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phosphats und das Veresterungsprozent, das, wie oben erwihnt, 
ohne Beriicksichtigung der Dephosphorierung der Zellbestandteile 
einfachheitshalber aus der Abnahme des zugesetzten Phosphats 
berechnet wird. 


I. Versuch zur Hydrolyse. 


A. Hydrolyse des Glycerophosphats in Erythrocytenauf- 
schwemmung und ihre Beeinflussung durch verschiedene Zusatze. 


a. A cem Blutkorperchensuspension+ A cem M/7 NaCl. 

b. A cem Blutkorperchensuspension+A eem M/100 Glyceréphosphat in M/7 
NaCl. 

¢. A ecm Blutkorperchensuspension mit Zusatz+A eem Glycerophosphat in 
M/7 NaCl. 


a b e (Lecithin) 
Stunden 
Pp Pp % 12 % 
0 0.010 0.010 0.010 
0.028 0.044 0.070 
2 0.042 0.078 0.103 
3 0.050 0.090 25.6 0.121 45.8 
a b ¢ (Try psin) 
Stunden 
P P % P Jo 
0 0.009 0.008 0.008 
0.015 0.032 0.052 
2 0.022 0.058 0.080 
3 0.032 0.076 28 : 0.110 43 
i 
a b ¢ (Cholesterin) 
Stunden 
P P % P Jo 
0 0.008 0.008. 0.006 
il 0.022 0.046 0.050 
2 0.037 0.072 0.080 
3 0.046 0.098 33 0.106 38.7 
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a b e (Phlorin) 
Stunden 
P P Yo iP Jo 
0 0.004 0.004 0.004 
1 0.021 0.047 0.048 
2 0.034 0.072 0.078 
3 0.046 0.086 26 0.102 36 
a b ¢ (Tanninsiure) 
Stunden 
12 12 % P Yo 
0 0.008 0.007 0.007 
1 0.018 0.027 0.032 
2 0.028 0.052 0.043 
3 0.039 0.080 26.5 0.067 18 


B. Hydrolyse des Glycerophosphats in hémolysierter Losung 
und ihre Beeinflussung durch verschiedene Zusatze. 
a’, A cem Blutkérperchensuspension+ A cem H:0, 


b’. A cem Blutk6rperchensuspension+A cem M/100 Glycerophosphat. 
ce’. A cem Blutkérperchensuspension mit Zusatz+ A eem M/100 Glycerophos- 


phat. 
a’ b’ e’ (Lecithin) 
Stunden - 
P P % P % 
0 0.008 0.008 0.008 
i 0.028 0.057 0.054 
2 0.032 0.074 0.072 
3 0.036 0.090 348 0.085 31.6 
a" b’ e’ (Trypsin) 
Stunden : aa 
P P %o iD %o 
0 0.008 0.008 0.010 
if 0.017 0.041 0.041 
2; 0.019 0.062 0.060 
3 0,026 0.072 29.6 0.061 22.6 
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a’ b’ e’ (Cholesterin) 
Stunden = 
12 Ee % 12 9% 
0) 0.008 0.008 0.008 
1 0.017 0.041 0.035 
2 0.019 0.062 0.057 
3 0.026 0.072 29.6 0.068 27.0 
a’ b’ e’ (Phlorin) 
Stunden 
Po P % P Jo 
0 0.010 0.010 0.009 
1 0.017 0.048 0.047 
2 0.021 0.065 0.068 
3 0.023 0.076 34 0.078 35.5 
a’ b’ ¢’ (Tanninsdure) 
Stunden 
P P Jo P Jo 
0 0.008 0.008 0.009 
q 0.028 0.057 0.052 
2 0.032 0.074 0.070 
3 0.036 0.090 34.8 0.085 31.6 


C. P-Abspaltung aus Erythrocytenbestandteil unter ver- 
schiedenen Bedingungen. 


a. A cem Blutkérperchensuspension +2 A cem M/7 NaCl. 
b. A cem Blutkérperchensuspension +2 A ccm H20O. 
ce. A cem Blutkérperchensuspension +2 A cem 0.05% NaF, 


Stunden ay b ¢ 
0 0.003 0.003 0.004 
1 0.011 0.012 0.012 
2 0.023 : 0.026 0.023 
3 0.034 0.035 0.034 


II. Versuche zur Phosphorierung. 


A. Beeinflussung durch die variierende Konzentration der 
Komponente des Veresterungssystems. 

1. Einfluss der Zuckerkonzentration auf die Phosphorierung. 

Man verdiinnt M/100 K2»HPO, in 2M/7 Glukose mit M/100 
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KeHPOx, in M/7 NaCl auf 2, 4 oder 10 fach. Die Losung wird mit 
gleichem Volumen Blutkérperchensuspension gemischt. 
a. Versuch mit Erythrocyten, die mit physiol. Kochsalzlosung 
gewaschen und in derselben aufgeschwemmt sind. 


Phosphat- U en 2 fache 4 fache 10 fache 
zucker Ce Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung 
Stunden P % Pp % P % Pp % 

0 0.154 0.154 0.152 0.152 

il 0.133 0.141 0.147 0.147 

2 0.126 0.139 0.141 0.145 

3 0.122 OT 0.136 Ise 0.138 9.0 0.145 5.0 
b. Versuch mit Erythrocyten, die in gleicher Weise wie bei 


a) mit isotonischem Kaliumsulfat behandelt 


worden sind. 


Phosphat- Sears 2 fache 4 fache 10 fache 
zucker i ahiashhuksh: Verdiinnnug Verdiinnung Verdiinnung 
Stunden iP % P % P % 1p % 
0 0.154 0.154 0.150 0.150 
1 0.124 0.130 0.133 0.136 
2 0.106 0.114 0.122 0.130 
3 0.100 35 0.109 29 0.113 24.7 0.123 18.0 


c. Versuch mit Erythrocyten, die in gleicher Weise wie bei 
a) mit isotonischem Ammoniumsulfat behandelt worden 


sind. 

Phosphat- sae 2 fache 4 fache 10 fache 
zucker Unverdinnt Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung 
Stunden 1p % Pp % Pp % 12° % 

0 0.150 0.150 0.149 0.150 
1 0.128 0.130 0.128 0.130 
2 0.114 0.117 0.114 0.119 
3 0.093 38 0.103 31 0.103 31 0.109 27 
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2. Einfluss der Phosphatkonzentration auf die Phosphorierung 


NE 


unter Gleichhaltung von Erythrocyten- und Zuckermenge. 


A cem Blutkérperchensuspension + A cem(KeHPO,: in 2M/7 Glukose) 


KeHPO, M/10 M/20 M/50 M/100 
Stunden If % P % Pp % Te % 
0 1.554 OTT 0.311 0.155 
ai 1.454 0.727 0.291 0.140 
2 1.454 0.734 0.269 0.129 
3 1.454 | 6 O738 6 Onis 124 0.129 16.8 


3. EHinfluss der Verdiinnung des Phosphorierwngssystems. 


a. A eem Blutkdrperchensuspension 


+A eem(M/100 K:HPO, in 2M/7 Fruktose). 


b. A cem Blutkérperchensuspension 


+A cem(M/100 KeHPO; in 2M/7 Fruktose) +A com M/7 NaCl. 


ce. A cem Blutkorperchensuspension 
+A cem(M/100 KesHPO, in 2M/7 Fruktose) +3A com M/7 NaCl. 


a b ¢ 
Stunden : 
ik % Pz % iP % 
0 0.152 0.099 0.059 
i 0.142 0.098 0.062 
2 0.136 0.099 0.058 
3 0.136 10.5 0.097 20 0.060 0 


4. Einfluss der Konzentration der Blutkérperchensuspension. 


a’. A ccm Blutkérperchensuspension | 

+A cem(M/100 K»HPO, in 2M/7 Fruktose). 
b’. 2A com Blutkérperchensuspension 

+A com(M/100 Ke»HPO, in 2M/7 Fruktose). 
e’. 4A ccm Blutkorperchensuspension 

+A cem(M/100 K»HPO, in 2M/7 Fruktose). 


af joy ¢ 
Stunden ae a 
124 J Pe % Pp % 
0 0.152 0.102 0.063 
1 0.144 0.101 0.067 
2 0.141 0.102 0.070 
3 0.136 0.101 0 0.070 <0 
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B. Phosphorierung unter verschiedenen Zusatzen. 


1. No oder Oo Durchleitung und Phosphorierung. 


a. 


A cem Blutkérperchensuspension 
+A com(M/100 K2HPO, in 2M@/7 Glukose). 


b. Derselbe Ansatz unter Ns Durchleitung. 
c. ” ” ” Oz ” 
a b e 
Stunden 
P % P % Pe Jo 

0 0.158 0.158 0,158 
1 0.141 0.149 0.137 
2 0.129 0.133 0.188 
3 0.133 15.8 0.135 14.6 0.141 10.7 
2. Hinfluss der Hormonnjektion auf Phosphorierung. 


A cem Blutkorperchensuspension 


+A ceom(M/100 KeHPO: in 2M/7 Fruktose). 


Tnsulin Adrenalin 
2 Stdn. 2 Stdn. 
Stunden ne es ses naen d. Ase ae nach d. 
J Injektion J Injektion. 
P % P % P Go AP Yo 
0 0.160 0.156 | 0.154 | Op ibs 
1 0.152 0.147 0.152 0.152 
2 0.148 0.141 0.150 0.152 
3 0.148 7.5 0.141 9.6 0.142 8.9 0.156 0 
3. Versuche tiber den Einfluss der verschiedenen Salze auf die 


Phosphorierung. 


a. 


b. 


A cem Blutkorperchensuspension 
+A cem(M/100 KoHPO; in 2M/7 Glucose). 
A cem Blutkérperchensuspension mit Zusatz 
+A cem(M/100 K2HPO, in 2M/7 Glucose), 
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Cho ee ci 
lesterin Lecithin Trypsin 
Stunden ai ent 5a) - : % To 
a b Ey b a b 
Paik we P19) Po rel Pel ep |e 
0 0.155 0.155 0.157 0.156 0.152 0.154 
1 0.145 0.158 0.158 0.156 0.144 0.166 
2 0.142 0.154 0.148 0.156 0.143 0.178 
3 0.145 | 6.5| 0.155| O | 0.140] 10.8] 0.155} 0 | 0.141] 7 | 0.180| <0 
| Phlorin Arginin Kreatin 
Stunden a | b a b a b 
P| 2B 1G) P ee PalGml Pw Ilse Pe Ile 
0 0,154 | 0.161 0.160 0.160 0.156 0.156 
i! 0.149 — 0.149 0.147 0.157 0.142 0.148 
2 0.143 | 0.142 0.145 0.151 0.143 0.154 
3 0.141 | 8.4) 0.151) 6 | 0.142] 11 | 0.147] 8 | 0.141/] 9.6) 0.149) 4.5 
Fruktose- Brenz- 
Monojodo phosphor- trauben- 
essigsaiure saures saures 
Calcium | Natrium 
Stunden ¥ -_ vi 
a b 2) b a b 
P | %| P |%)| P 1%| P 1%! P '|%| P 1% 
0 |oase| | 0.156 0.157| | 0.187 0.156 0.150 
1 0.146) | 0.164 0.140 | 0.145 0.137 0.148 
2 0.146 | 0.168 0.133) 0.145 0.135 0-148 
3 0.142 | 9 | 0172) <0F0,083 | 15 | 0:153))| 2:5) 0138 14.7) 0.150) 0 
Ammonium Kalium Guanidin 
Carbonat Carbonat Carbonat 
Stunden a b a b b 
P %o 1p Jo ie Jo P Yo 1B Jo 
0 0.150 0.149 0.154 0.150 0.150 
il 0.143 0.141 0.141 0.140 0.137 
2 0.141 0.135 "0.127 0.122 0.114 
33 0.137 8.6 | 0.182] 11.4 | 0.127) 17.5 | 0.120] 20 0.115 23 
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Acetaldehyd. 
Stunden a b 
P %o 1 Yo 
0 0.157 0.156 
il! 0.136 0.156 
2 0.135 - 0.152 
3 0.140 10.8 0.158 0 
MgCl. Cac Nak 
Stunden a b b b 


iy Jo i Jo P Jo ie Yo 


0.156 


0 0.152 0.158 0.152 
1 0.144 0.147 -| 0.162 0:149 
2 0.144 | 0.149 0.166 0.150 
3 0.140 10 0.142 Gray || ORGS <0) 0:149 2 


C. Phosphorierung dureh Erythrocyten, die mit verschiedener 
isotonischer Salzlosung gewaschen und in derselben aufgeschwemmt 
sind. 


A cem Blutkérperchensuspension+A cem (M/100 KsHPO, in 2M/7 Glukose). 


NaCl _ Kaliumsulfat Ammoniumsulfat 
Stunden = 
12 Jo 2 % 12 % 
0 0.150 0.150 0.149 
i! 0.183 0.120 0.123 
2 0.125 0.102 0.104 
3 0.123 0.088 0.088 
4 0.125 16.7 0.083 44.7 0.073 50.0 
NaCl Kalium Oxalat | Kalium Citrat Ammonium 
Citrat 
Stunden 
Pp % he % 12 % 1 % 
0 0.150 0.140 0.138 0.141 
il 0.137 0.142 0.123 0.122 
2 0.129 0.151 0.117 0.110 
3 0.131 1227 0.157 <0 0.114 eS) 0.096 32 
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D. Phosphorierungsversuch mit Ammoniumphosphat. 
Erythrocyten werden in isotonischem Ammoniumsulfat 
suspendiert. 


A ccm Blutkérperchensuspension 
+A cem(M/100 Ammoniumphosphat in 2M/7 Fruktose). 


(NH)H.PO,. (NH,).HPO, (NH,4)3PO4 
Stunden 
P % P  % ie % 
0 0.152 0.153 0.154 
1 0.111 0.102 0.107 
2 0.090 0.070 0.068 
3 0.088 0.054 0.043 
4 0.089 41.4 0.054 64.7 0.034 179 


E. Versuche zur Phosphorierung der verschiedenen Zuckerarten. 


A ccm Blutkorperchensuspension+ A cem(M/100 KeHPO, in 2M/7 Zucker). 
a. Blutkérperchensuspension in physiologischer Kochsalzlosung. 
b. Blutkorperchensuspension in isotonischem Ammoniumsulfat. 


Fruktose Mannose 
Stunden a b a b 
P Jo P % 122 % Ie % 
() 0.150 0.149 0.149 -| 0.149 
al 0.138 0.119 0.133 -| 0.139 
2 0.133 0.081 0.122 0.133 
3 0.133 0.061 0.115 0.135 
4 0.137 8.6 0.046 69 0.115 22.8 0.135 9.0 
Glukose Galaktose 
Stunden a b aj Pp: 
As Jo Ee Jo P %o 1 %o 
0 0.152 0.150 0.150 0.150 
il 0.136 0.126 0.150 0.155 
2 0.126 0.103 0.153 0.160 
3 0.126 0-086 0.160 0.160 
4 0.126 ils 0.073 51 0.162 <0 0.162 <0 
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Maltose Laktose 
Stunden a b a b 

1B Jo P | %& P % P % 
0 0.150 0.148 | 0.152 0.150 
1 0.145 0.140 | 0.150 0.144 
2 0.156 | 0.150 | 0.166 0.160 
2 0.156 0.145 | 0.162 0.160 
4 0.150 | 0 0.148 | 0 0.157 <0 0.150 0 


F. Vergleichende Versuche zur 


Glycerophosphat-Hydrolyse 


durch Erythrocyten, die in physiologischer Kochsalzloésung oder 
isotonischem Ammoniumsulfat suspendiert sind. 


a, a’. A ecem Blutkérperchensuspension+A cem M/7 NaCl. 
b, b’. A eem Blutkérperchensuspension 
+A cem(M/100 Glycerophosphat in M/7 NaCl). 
NaCl Ammoniumsulfat 
Stunden a b pny’ b’ 
12 PR Jo iP Ve % 
0 0.002 0.002 0.002 0.002 
1 0.014 0.029 0.012 0.027 
2 0.025 0.053 0.023 0.049 
3 0.036 0.067 20.0 0.029 0.061 20.6 


G. P in Zentrifugat des Phosphorierungssystems. 


A) 


B) A cem Blutkérperchensuspension 
+A cem(M/100 K2HPO, in 2M/7 Fruktose). 


A cem Blutkérperchensuspension+A cem(M/100 KeHPO,: in M/7 NaCl). 


(A) (B) 
Stunden 
| Gesamt-P.| Anorg.-P.| Org.-P. | Gesamt-P.| Anorg.-P.| Org.-P. 
0 0.200 0.180 
3 0.200 0.193 0.007 0.081 0.069 0.012 
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H. Bestimmung des Alkaliverseifbaren P. 


. Acem Blutkérperchensuspension +A cem (M@/100 KeHPO, in 2/7 Fruktose) 
A) Versuch mit Blutkérperchensuspension in isotonischem Ammoniumsulfat. 


a . Anorg.-P.+ ed ieee 
Stunden Anorg.-P. Aticaligeneniany 2 Alkaliverseifb. P. 

0 0.157 0.160 0.003 

3 0.052 0.070 0.018 


B) Versuch mit Blutkérperchensuspension in physiologischem NaCl. 


: Anorg.-P.+ nea 
Stunden Anorg.-P. Alealiverscith: © Alkaliverseifb. P. 
0.150 0.150 0 
0.131 0.138 0.007 
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I. Inrropuctory. 


In 1913 Grigaut reported that one sided adrenalectomy 
caused a hypercholesterolemia after a certain latent stadium, the 


; maximum of which was attaining at the 12th day and returning 
after 3 weeks to the normal value. One remaining adrenal gland 


showed a hypertrophia. M. A. Rothschild (1915) proved his 
result and found also that the cholesterol content of the remaining 
adrenal body, although decreased at first, began to increase when 
the hypercholesterolemia attained a certain degree. His bilateral 
adrenalectomia in rabbit caused a larger change than the one sided 


operation. Parallel with hypercholesterolemia, cholesterol content in 
liver was increased sooner or later, and when hypercholesterolemia 
was more prolonged the cholesterol was excreted into the bile in a 


large amount. Later, however, Baumann and Holly (1923) 
reported that in both unilateral and bilateral adrenalectomy of 


rabbit cholesterol content of blood remained normal. 


Hartmann (1927) observed in bilateral adrenalectomized cat 
the hyperemia of kidney parenchym with a plentiful of granula in 
epithelium, these granula being stained by sudan III or nile blue 
sulphate. Handovsky and Tamman(1928) found that bilateral 
adrenalectomy in rabbit caused a decrease in cholesterol content both 
in liver and muscle, and emphasized that they were unable to verify 
the Rothschilds’ description. They found also that under the 
microscope, the kidney showed an unusual amount of liqoid granula, 
and they thought lipoid might be excreted through kidney. Lucas 
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(1926) found no appreciable change in blood cholesterol content 
after bilateral adrenalectomy in dog, and ascribed a small increase 
in blood cholesterol to the anhydrenemia due to the adrenalectomy. 
Reiss (1930) found that the intravenous injection of cortin into 
the bilaterally adrenalectomized rabbits had the effect of lowering 
of blood cholesterol content into the normal level of un- 
adrenalectomized rabbit. Thaddea and Fasshauer (1936) 
reported that bilateral adrenalectomy caused the death of cats 
within 3-5 days after the operation. Cholesterol in serum, 
especially that of ester form, is increased, while in liver and muscle 
it is decreased. By cortin injection these increase or decrease 
returned to normal level. Cortin injections into normal dogs 
caused also a decrease of serum cholesterol, especially that of ester 
cholesterol. The blockage of reticuloendotherial system by Indian 
ink injection, prevented the decrease of serum cholesterol content 
after the intravenous injection of cortical hormone. In bilaterally 
' adrenalectomized cat, they were unable to observe hyperchole- 
sterolemia after the cholesterol digestion. 

Since 1930 I have tried to follow the change of cholesterol 
content in various tissues after bilateral adrenalectomy and the 
effect of the injection of cortical hormone to the adrenalectomized 
animal. In the following, the results of my experiment are given. 


II. ANIMAR. 


Male cats weighing 2500-8000 em. were rationed daily with 
150 gm. rice, 300 gm. fish and 40 gm. miso (a product. obtained by 
the action of aspergillus oryzae on salted soy bean), for about 1-2 
weeks. The determination of cholesterol content of normal eats 
were made on these animals. 

For the suprarenalectomy the animal was fasted for 24 hours 
and operated under ether narcosis. 

For the extirpation experiment of the adrenal gland a eat was 
used, as this animal is free from the accessory adrenal glands. 
The extirpation was carried out at one session. The animal was 
fixed in a dorsal position, narecotised with chlorethyl at firts and 
narcosis continued with ether. Parallel with and about 5em 
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lateral to the backbone, a skin incision was made, and dissecting 
carefully with the spatula without opening the peritoneal cavity, 
the suprarenal body was easily isolated and removed. When one 
suprarenal body was removed, the other one was also removed 
successively at one session. After ligation the wound was covered 
with bandage. After the operation animal was laid within the 
eage kept at 25°C, as the operated animal is quite susceptible to 
temperature change owing to lack of body temperature regulation. 
For the determination of cholesterol at inanition animals were 
fasted for a week with only a supply of water. 


Ill. Mernop or DETERMINATION, 


The animal was bled from carotis, washed with injection of 
physiological saline solution into the jugular vein, until the out- 
coming fluid became colorless. Brain, liver, lung, kidney, heart 
and skeletal muscle were taken out and subjected to cholesterol 
determination. 


1. Extraction of cholesterol. 


A certain amount of minced tissue was digested at 80° for 
30-60 minutes with addition of equal volume of 2 per cent sodium 
hydroxide solution. The cooled mixture was transferred into a 
separating funnel of 200-250 cc. size quantitatively, by means of 
water and extracted with 100 cc. of ether and 30cc. of acetone. 
The watery solution was extracted again with 100cc. of ether 
twice. The collected etherial solution was washed with 5 cc. of 
1% sodium hydroxide solution in separating funnel of 500 ce. size. 
After two succeding washings with 5 cc. of water each, the ether 
was distilled and the residue was dissolved’ and transferred into 
a beaker with 30 ce. of acetone. Acetone was evaporated off on the 
water bath. The residue was taken up with 30 cc. of absolute ether, 
clarified through an asbestos filter. Ether was then evaporated 
and the residue was taken up with acetone and passed through 
an asbestos filter. The clear acetone solution was evaporated dry 
again on water bath and the residue was taken up with chloroform, 
transferred into a measuring flask and filled up to the mark. 
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2. Estimation of free cholesterol. 


A portion of the above mentioned cholesterol extract, contain- 
ing 1-3 mem. of cholesterol is placed into a small beaker and freed 
from choloroform by evaporation, dissolved into 2cce. of pure 
acetone at the temperature of 40-50°C, and added with 2 ce. of 
1 per cent solution of digitonine in alcohol (80% alcohol). The 
precipitate is placed at room temperature overnight, and trans- 
ferred into a centrifuge tube by means of 80% acetone, warmed 
up to 40-50°C, stirred occasionally for about 10 minutes. The 
centrifuged supernatant fluid was filtered through asbestos filter. 
The beaker used for precipitation was rinsed with 10 ce. of 80% 
acetone and the washing transferred into the centrifuge tube, 
stirred thoroughly with a glas rod and centrifuged again. The 
supernatant fluid was filtered through the same asbestos filter. 
Washing and centrifugation were repeated once more. ‘The 
precipitate was then thoroughly transferred over asbestos filter with 
acetone, washed with 5ece. of ether three times under stirring, 
succeded with washing by pure acetone. Finally the precipitate 
was washed with water three times and dried at 105-110°C in 
vacuum, to a constant weight. The weight of the dried precipitate 
was measured by means of microbalance. The reading multiplied 
by 0.2431 gives the amount of free cholesterol. 


3. Hstimation of ester cholesterol. 


The amount of ester cholesterol was determined by the dif- 
ference of total and free cholesterol. The total cholesterol was 
determined after saponification into free cholesterol by heating a 
certain amount of cholesterol extract with 10ce. of saturated 
alcohol alkali-solution for 6 hours in water bath at 80°C under 
reflux condenser. The extraction and estimation of free cholesterol 
thus saponified were performed just the same as above mentioned. 
The weight of cholesterol digitonide multiplied by 0.25 gives the 
amount of total cholesterol. This amount substracted by the weight 


of free cholesterol represents the amount of ester cholesterol in 
the extract. 
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IV. THE RESULTS OF EXPERIMENTS. 


1. Content of free and ester cholesterol in various organs 
and tissues of normal male cats. 


To elucidate the behaviour of cholesterol within the animal 
body the normal distribution of cholesterol must be determined at 
first. All male cats weighing from 2500 to 3000 gm. were fed on 
rice, fish and a little of miso for about 1-2 weeks. After 24 hours 
fasting, the animals were bled and all the blood vessels were washed 
out by injecting physiological saline solution. The organs and 
tissues examined were brain, kidney, liver, lung, heart and skeletal 
muscle. 

The results of the determination of cholesterol are given in 
table I. The amount is given by referring to wet tissue. 

As may be seen from the Table I, the normal content of free 
and ester cholesterol of these organs and tissues are fairly con- 
stant and change only within a small amount. 


2. Effect of extirpation of the adrenal gland. 


Cats, adrenalectomized under ether anaesthesia as above 
described, soon recover from narcosis after one hour, and on the 
next dry can drink a little of milk and eat diet. 

On the 2nd or 3rd day following adrenalectomy there appeared 
the symptome of adrenal insufficiency, consisting of onset of 
anorexia, the loss of body weight and the fatal weakness. The 
animal swayed unsteadily from side to side when walking, and 
they were not willing to walk, their tendency being to he around 
or to sleep more than usual. The animal began vomiting on the 
fifth or sixth day of the experiment, and showed continuous 
salivation. There was usually diarrhea and feces often contained 
blood. The adrenalectomized animal died usually within about 7 
to 10 days after removal of both adrenals in this experiment. At 
autopsy, bile and ulcers in the stomach were observed practically 
always. After 7 days following bilateral adrenalectomy, thé 
animals were killed and the cholesterol contents of organs and 
tissues were determined. The results are given in Table II. 
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TABLE 1, 


Normal eat. 


Organ Total Free Ester Ester ch. 
or Cat No. cholesterol | cholesterol | cholesterol Esch 
tissue % % 0 
1 3.303 2.942 0.361 0.123 
2 2.504 2.222 0.282 0.127 
Brain 3 2.452 2.264 0.188 0.083 
average 2.753 2.476 0.277 0.111 
difference 0.851 0.720 0.173 0.044 
1 0.385 0.345 0.040 0.116 
2 0.310 0.250 0.060 0.240 
3 0.427 0.370 0.057 0.154 
Kidney 4 0.398 355 0.043 0.121 
5 0.342 0.311 0.031 0.100 
average 0.372 0.326 0.046 0.146 
difference 0.117 0.120 0.029 0.140 
1 0.319 0.283 0.036 0.127 
2 0.452 0.423 0.029 0.069 
Lane 3 0.505 0.458 0.047 0.103 
5 0.481 0.456 0.025 0.055 
average 0.439 0.405 0.034 0.089 
difference 0.186 0.175 0.022 0.072 
il 0.236 0.164 0.072 0.439 
2 0.346 0.258 0.088 0.341 
Liver 4 0.207 0.166 0.041 0.247 
average 0.268 0.196 0.067 0.342 
difference 0.139 0.094 0.047 0.192 
1 0.141 0.127 0.014 0.110 
Taart 2 0.156 0.12 0.032 0.258 
eanecle 3 0.184 0.132 0.052 0.394 
average 0.160 0.128 0.033 0.254 
difference 0.048 0.008 0.038 0.284 
aL 0.085 0.076 0.009 0.118 
3 0.073 0.065 0.008 0.123 
Skeletal 4 0.054 0.047 0.007 0.108 
muscle 5 0.063 0.054 0.009 0.191 
average 0.069 0.061 0.008 0.138 
difference 0.031 0.029 0.002 0.083 
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TABLE IT. 
Adrenalectomized cat. 
Organ Total Free Ester : 
or Cat No. cholesterol | cholesterol | cholesterol sehen ah 
tissue % % % Free ch. 
1 2.387 2.356 0.031 0.013 
2 2.397 22236 0.161 0.072. 
Brain 3 2312 2.289 0.023 0.010 
4 2.464 + 2.386 0.078 0.033 
average 2.390 2317 0.073 0.032 
normal 2.753 2.476 0.277 0.111 
a 0.479 0.359 0.120 0.334 
3 0.421 0.305 0.116 0.380 
Kidney 4 0.503 0.281 0.222 0.790 
average 0.468 0.315 0.153 0.501 
normal 0.372 0.326 0.046 0.146 
1 0.353 0.320 0.033 0.103 
2 0.410 0.387 0.023 0.059 
9) 
Diagn 3 0.429 0.393 0.036 0.092 
4 0.428 0.366 0.062 0.169 
average 0.405 0.367 0.039 0.106 
normal 0.439 0.405 0.034 0.089 
ct 0.235 0.215 0.020 0.093 
2 0.232 0.201 0.028 0.139 
é 3 0.254 0.221’ 0.033 0.149 
Liver a 
4 0.232 0.219 0.013 0.059 
average 0.23 0.214 0.024 0.110 
normal 0.263 0.196 0.067 0.342 
1 0.251 0.198 0.053 0.268 
tee 2 0.138 0.130 0.008 0.061 
4 0.148 0.105 0.043 0.409 
muscle Z 
average 0.179 0.144 0.035 0.246 
normal 0.160 0.128 0.033 0.254 
al 0.121 0.092 0.029 0.315 
Skeletal 2 0.048 0.042 0.006 0.143 
4 0.063 0.053 0.010 0.189 
muscle =, 
average 0.077 0.062 0.015 0.216 
normal 0.069 0.061 0.008 0.138 
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As ean be seen from the table, there is a considerable change 
in the amount of ester cholesterol in brain, liver and kidney. 
Namely, the ester cholesterol contents in brain and liver is de- 
creased, while the reverse is observed in kidney. In lung, heart 
and skeletal muscle, there is no notable change observable. The 
change becomes more evident when we consider the ratio between 
ester cholesterol and free cholestrol. 


3. Effect of inanition. 


Animal, in which the adrenal glands were entirely extirpated, 
takes almost no food. The change obsepved in these animals might 
be therefore introduced by more inanition. This condition neces- 
sitated us to study the effect of inanition on cholesterol content of 
tissue. In the next experiment animals were fasted for 7 days 
allowing only access to water and determined its cholesterol content 
of their organs and tissues. _ The results are given in Table III. 

As ean be seen from the table, the cholesterol content remains 
almost the same as in normal condition, and no specific change due 
to the inanition could be observed. | 


4. Effect of cortical extract under adrenalectomy. 


To find out whether the daily injection of cortical hormone to 
the suprarenalectomized animal gives any effect on the change of 
ester-free-cholesterol ratio observed in adrenalectomized animal, 
experiment with cortical extract was next followed. In our experi- 
ment, we prepared the cortical hormone from beef adrenal glands 
following mainly the method of Swingle and Pfiffner (1931). 

Preparation of extract was given briefly as follows. 

In the slaughter house, the beef adrenal glands were quickly 
freed from fat and connective tissue, and packed with solid carbon 
~dioxide (commercial dry ice). The frozen tissues were ground in 
an ordinary meat grinder and mixed with 2.5 volumes of 95% 
alcohol and allowed to stand for overnight at room temperature 
with occasional shaking. The mixture was pressed out with a 
press and the gland residue again re-extracted in a similar manner 
for overnight with 2 volumes of 80% alcohol. The alcoholic 
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TABLE ITI. 
Inanition, 
Organ Total Free ster ‘ 
or Cat No. cholesterol | cholesterol | cholesterol ste eh 
tissue % Yo % Free ch. 
1 2717 2.416 0.301 0.125 
Benin 2, Patios 2.501 0.250 0.100 
average 2.734 2,459 0.276 0.113 
normal 2.753 2.446 0.277 0.111 
1 0.368 0.303 0.065 0.215 
Kidney 2 0.357 0.315 0.042 0.133 
average 0.363 0.309 0.054. 0.174 
normal 0.372 0.326 0.046 0.146 
ij 0.437 0.399 0.038 0.095 
Taine 2 0.448 0.405 0.043 0.106 
average 0.443 0.402 0.041 0.101 
normal 0.439 0.405 0.034 0.089 
0.244 0.198 0.046 0.232 
ee 2 0237 0.186 0.051 0.274 
average 0.241 0.192 0.049 0.253 
normal 0.263 0.196 0.067 0.342 
0.149 0.119 0.030 0.252 
Heart 2 0.155 0.129 ° 0.026 202 
muscle average 0.152 0.124 0.028 0.227 
normal 0.160 0.128 0.033 0.254 
il 0.061 0.055 0.006 0.109 
Skeletal 2 0,081 0.070 0,011 0.157 
muscle average 0.071 0.063 0.009 0.133 
normal 0.069 0.061 0.008 0.138 


extracts were combined and concentrated in vacuo in water bath 
at 45-55°C to about one-fifteenth their original volumes. The 
syrup was transferred to a measuring cylinder with 2 volumes of 


pure acetone. 


After standing overnight in refrigerator, the mix- 


ture was filtered through soft paper, and residue was re-extracted 
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with acetone. The all combined acetone solution was removed 
completely from acetone in vacuo at 45°C. The residue was trans- 
ferred to a flask by means of 30 ce. of petroleum ether (B. p. 30 
or 40-G0°) and 74 cc. of 95% alcohol, and into it 26 cc. of distilled 
water was added and well mixed. The 70% alcohol layer was 
separated and washed several times with 30cc. portions of 
petroleum ether. If the mixture was not easily separable, it was 
done by centrifugation. At last the washing gave a negative 
cholesterol color reaction. The 70% alcohol was then slowly 
passed through a column of permutit (commercial zeolite) layer. 
The filtrate was evaporated completely in vacuo at 45°C. The 
residue was dissolved in pure benzene and filtered. The filtrate 
was evaporated completely in vacuo at 45°C and dissolved in 95% ° 
alcohol. The alcoholic solution was passed through the permutit 
column onee more. The obtained filtrate was clear and very pale 
yellow in color. This solution showed pH 5.2 and gave negative 
cholesterol color reaction, negative Pauly reaction, and .no 
digitonide. We could not prove the existence of adrenalin by the 
Bioassay method. The extract can be preserved in refrigeration, 
_ lee. of this extract corresponded to 2 gm. of fresh glands. Before 
using, the extract was evaporated and added with 2 to 3ce. of 
sterile water. The bilaterally adrenalectomized animals were in- 
jected with this extract subcutaneously, once daily in amount 
equivalent to 80-120 em. of fresh glands. The results of deter- 
mination of cholesterol content on these adrenalectomized and 
cortin-treated cats at 8th day after the operation are recorded in 
Table IV. 

As is clear from the table, the daily injection of cortical 
hormone to the adrenalectomized animal prevents or slows down 
the effect of adrenalectomy on the cholesterol content of tissues. 
Therefore we might be allowed to assume that the change on 
cholesterol content observed in adrenalectomized animal is due to 
the lack of cortical hormone. 


Cholesterol Contents of Tissues and Organs. 493 


TABLE IV. 
: Cortieal extract injection after adrenalectomy. 
a Cat No. cholesterol ole eo Meee eA 
tissue — % % % Hree ch. 
: 1 2.251 2.048 0.203 0.099 
2 2.603 2.360 0.243 0.103 
: 3 2.324 2.153 0.171 0.079 
Brain | 
4 2.517 2.307 6210 |) ~~ -0:0907 
average 2.424 2.217 0.207 0.093 
normal 2.753 2.476 0.277 0.111 
1 0.349 0.297 0.052 0.175 
4 2 0.357 0.258 0.099 0.384 
4 : 3 0.363 0.262 0.101 0.385 
g Kidney 
‘ 4 0.292 0.261 0.031 0.119 
3 average 0.341 0.270 0.071 0.266 » 
E normal 0.372 0.326 0.046 0.146 
1 0.366 0.294 0.072 0.245 
j 2 0.339 0.308 0.031 0.101 
Z L 3 0.399 0.358 0.041 0.115 
a ung 
: ‘ 4 0.404 0.372 0.032 0.086 
§ average 0.377 0.333 0.044 0.139 
2 normal 0.439 0.4.05 0.034 0.089 
E 2 0.230 0.169 0.061 0.361 
| 3 0.212 0.184 0.024. 0.152 
Liver 4 0.239 0.199 0.040 0.020 
average 0.227 0.184 0.042 0.178 
normal 0.263 0.196 0.067 0.342 
1 0.159 0.125 0.034 0.272 
2 0.141 0.131 0.010 0.076 
Heart 3 0.124 0.122 0.002 ~»~—-0.016 
: muscle 4 0.129 0.119 0 010 0.084 
. average 0.138 0,124 0.014 0.112 
normal 0.160 0.128 0.033 0.254 
1 0.135 0.118 0.017 0.144 
3 0.060 0.056 0.004 | 0.073 
| ae 4 0.067 0.059 0.008 | 0.135 
4 average 0.087 0.078 0.010 0.117 
| normal 0.069 0.C61 0.008 0.138 
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SUMMARY. 


1. The cholesterol contents of several tissues in a normal cat 
are determined. Their individual difference seems to be quite 
small. 

2. The fasting animal showed almost no difference in its 
cholesterol content of tissue with that of normal animals. 

3. In adrenalectomized animal the ester cholesterol in brain 
and liver is greatly decreased, while that of kidney is increased 
considerably. 

4. The change of the cholesterol content observed in 
adrenalectomized animal may be prevented by the daily injection. 
of cortical hormone. 

5. Cortical hormone seems to have some important role in 
the cholesterol metabolism within the animal body. 

I wish to express my sincere thanks to Prof. 8. Kakiuchi 
for his kind advice throughout the course of the investigation. 


REFERENCKES. 
Rothschild (1915): Zieglers’ Beitrige., 60, 39, 66. 4 
Baumann and Holly (19238): J. of biol. chem., 55, 457. 
Lukas (1926): Am. J. of phys., 77, 114. 
Hartman (1927): Am. J. of physiol., 81, 244. 
Handovsky and Tamman (1928): Nannyn-Schniedbergs’ Archiv., 134, 


203. 
Onizawa (1928): The J. of Bioch., 10, 42. 
P (1929) : iy 10, 409, 413. 


Rogoff and Stewart (1929): Am. J. of phys., 88, 162. 

Reiss (1930): Endokrinologie., 7, 1. I 

Swingle and Pfiffner (1931): Am. J. of physiol., 96, 153, 164, 180; 
98, 144. 


Thaddea and Fasshauer (1936): Archiv. fiir exp. Path. u. Pharm., 
182, 477. 


—a =< ~~ — 


— er ee eT —— 


— es 3 a eee Ce 


{ara ee 


INDEX TO VOLUME 24. 


A 


Adrenalectomy, The effect of on 
the cholesterol contents of tissues 
and organs. 483. 

Antigen, Das —— der Wasser- 
mann’schen Reaktion. 31. 

Arginase, Studies tiber die 


447. 


B 


. 
B-Avitaminose, Umsatz der Fettstoffe 


in den Nervengeweben der Taube 
bei der 153. 

B-N-Monoacetylglucosaminidase. 297, 
305, 315. 

BEBESCHIN, K. W. und SMORODINZEW, 
J. A. Altersverinderungen am 
Gesamtstickstoff und an _ den 
Lipoiden im Kinderhirn. 245. 

Benedict and Theis method, A note on 
the when ap- 
pled to determining free phenols 
in tissues. 215. 

Biochemical studies on carbohydrates. 
iA Os Was elay Seales Pee A) eat ay 
315. 

Biochemische Untersuchung iiber die 
Naphthalin-Linsenkatarakt. 81. 

Blut, Uber die Bestimmung der Fett- 
stoffe im Blut. 257. 

Blut, Uber fermentative Dehydrierung 
der Hefe- Nukleinsiure im 
133; 

Blutzucker, Beitrage zur Kenntnis des 


€. 


sogenannten gebundenen S. 
225, 350. 
C 
Canalin, The synthesis of 107. 


Canavanin, Studies on a diaminoacid, 


—. 107. 

Carbohydrate, Biochemical studies on 

Some eee cem icy me cilicyymcn Onno iy 
297, 305, 3:16. 

Carboxylase, Uber die Extraktion der 
Phosphatase und der der 
Hefe. 367. 

Chick, Behaviours of mucoids of egg 
white and of yolk during the 
development of ——. 9. 

Cholesterol, The effect of adrenalec- 
tomy on the contents of 
tissues and organs. 483. 

Cholesterol, Further contributions to 
the micro determination of ——. 
429, 

Cholin, Abtrennung des s aus dem 
Lecithin durch die Takadiastase. 
21, 

Co-Fermente, Uber die Mitwirkung des 

s auf Dehydrierung durch 
Gegenwart von Nucleinsiure- 
dehydrogenase. 423. 

Cystine, On the content of hair 
and feathers. 207. 


D 


Diaminoacid, Studies on a 
vanin. 107. 
Diinndarmschleimhaut, Uber die pro- 
teolytischen Fermente des Maze- 
rationssaftes von Pankreas und 
des Kanincheus. 139. 


, cana- 


E 


Enzyme, Spectroscopic studies on 
purified gs. 279. 
Enzyme action, Kinetics of the 

——. 327. 


495 


496 


Erythrocyten, Uber die Phosphorsiiure- 


veresterung in ——. 461. 


F 


Fat-earbohydrate metabolism, Experi- 
mental studies on the influence of 
high-fat diet upon the 


407. 
Fat, A contribution to the meta- 
bolism. 407. 


Feather, On the cystine content of 
hair and s. 207. 

Ferment, Uber die proteolytischen 

e des Pankreassaftes. 267. 

Fermentative Dehydrierung, Uber 

der Hefe-Nukleinsaure. 


127, 
133. 

Fettstoff, Uber die Bestimmung der 

e im Blut. 257. 

Fettstoff, Umsatz der e in den 
Nervengeweben der Taube bei der 
B-Avitaminose. 153. 

Free phenol, A note on the Theis and 
Benedict method when applied to 
determining 


eye 


Ss in tissue. 


G 


Gesamtstickstoff, Altersverinderungen 


am und an den Lipoiden im 
Kinderhirn. 245. 
H 

Hair, On the cystine content of —— 
and feathers. 207. 

Harn, Uber die Wirkung des Ss 
schwangerer Frauen auf the 
Sauerstoffatmung des Ovariums. 
Sate 

Hefe-Nukleinsiure, Uber fermentative 
Dehydrierung der - — 
UPA hy 1ssae 


Index 


Hefe, Uber die Extraktion der Phos- 
phatase und der Carboxylase der 
367. 


I 


Icn1oka, Fuyutaro. Uber die pro- 
teolytischen Fermente der Pan- 
kreasdriise des Kaninchens. 

I. Mitteilung. Uber die proteoly- 
tischen Fermente des Mazer- 
ationssaftes von Pankreas und 
Diinndarmschleimhaut des Kanin- 
chens. 189. 

II. Mitteilung. Uber die proteoly- 
tischen Fermente des Pankreas- 
saftes. 267. 

Irou, Ryoji. Spectroscopic studies 
on purified enzymes. III. Report. 
On lipase, urease and tyrosinase. 


279. 
IwaAsucHi, Takeo. Studies iiber die 
Arginase, 447. 


Izawa, Shozo und Kan-ichi KiyoH Ara. 


Uber die Wirkung des Harns 
schwangerer Frauen auf die 
Sauerstoffatmung des Ovariums. 
Bole 

K 


Kaninchen, Uber die proteolytischen 
Fermente der Pankreasdriise des 
s, 1395 267% 


J os 
Kaninchen, Uber die proteolytischen 


Fermente des Mazerationssaftes 
von Pankreas und Diinndarm- 
schleimhaut des s; -139. 
Kartal, Kitaro and Oxupa, Yuzuru. 
On the cystine content of hair and 


features. 207. 

Kinderhirn, Altersyeranderungen am 
Gesamtstickstoff und an den 
Lipoiden im 245. 


KiracawaA, Matsunosuke. Studies on 


ie te es 


ee Oe et 


°7 


Index 497 


a diaminoacid, canavanin, V. The 
synthesis of canalin. 107. 

Kitasato, Torao. Uber Xyleno-6-d- 
Glueoside. 327. 

Kryowara, Kan-ichi und Shozo Izawa. 
Uber die Wirkung des Harns 
schwangerer Freuen auf die 
Sauerstoffatmung des Ovariums. 
337. 

KopayaAsut, Choe. Uber die Extrak- 
tion der Phosphatase und der 
Carboxylase der Hefe. 367. 


L 


Lecithin, Abtrennung des Cholins aus 
dem durch die Takadiastase. 
21, 

Liebermann-Burchard reaction, On the 

of bound cholesterol. 


443. 

Lipase, On , urease and tyrosinase. 
279. 

Lipoid, Altersveranderungen am 


Gesamtstickstoff und an den 
en im Kinderhirn. 245. 


Lysolezithin, Uber die fermentative’ 


bildung. 389, 


M 


MASAMUNE, Hajime and Hosuino, 
Susumu. On the prosthetic group 
of ovomucoid. 219. 

Matsuoka, Yoshimasa, III. Mit- 
teilung: Uber den Hinfluss der 
Pankreas- und Nebennieren- 
funktion auf den sogenannten 
gebundenen Blutzucker. 225. 
IV. Mitteilung. Uber die Be- 
deutung des reticuloendothelialen 
Systems ftir den sog. geb. Blut- 
gucker. 355. 

Mazerationssaft, Uber die proteoly- 
tischen Fermente des 


es von 


Pankreas und Diinndarmschleim- 
haut des Kaninchens. 139. 

Micro determination, Further contri- 
butions to the of chole- 
sterol. 429. 

Miyazaki, Masaki. A contribution to 
the fat metabolism. The first 
Experimental studies on the in- 
fluence of high fat diet upon the 
fat-carbohydrate metabolism. 407. 

Moriyama, Miyoji. Biochemische 
Untersuchung tiber die Naphtha- 
lin-Linsenkatarakt. 81. 

Mucoid, Behaviours of 


s of egg 
white and of yolk during the 
development of chick. 9. 

Muskel, Uber fermentative Dehydr- 
jerung der Hafe-Nukleinsiure im 
—. 127. 


N 


N-monoacetyl glucosamine. 287. 

Naphthalin-Linsenkatarakt, Biochemi- 
sche Untersuchung iiber die 
—. 81. 

Nebennierenfunktion, Uber den Ein- 
fluss der Pankreas- und auf 
den sogenannten gebundenen Blut- 


zucker, 225. 

Nervengeweben, Umsatz der Fettstoffe 
in den der Taube bei der 
B-Avitaminose. 153. 

Nucleinsiiure, Gewebsoxydation der 
= 127, 138, 423; 


O 


Ogawa, Konosuke. Uber die Fermen- 
tative Lysolezithinbildung. 389. 

Oxupa, Yuzuru and Karat, Kitaro. 
On the cystine content of hair and 
feathers. 207. 

ONok, Tamenobu. Biochemical studies 
on carbohydrates, 


498 


XVI. “Vitellomucoid.” 1. 
XVII. Behaviours of mucoids of 
ege white and of yolk during the 
development of chick. 9. 

Organ, The effect of adrenalectomy on 
the cholesterol contents of tissues 
and s. 483. 

Ovarium, Uber die Wirkung des Harns 
schwangerer Frauen auf die 
Sauerstoffatmung des S sowie 

Ovomucoid, On the prosthetic group 
of ——. 219. 

OzaAKI, Genei. Biochemical studies on 
earbohydrates. XVIII. On the 
carbohydrate complex of serum 
mucoid. 73. 


P 


Pankreas, Uber den Hinfluss der 
und Nebénnierenfunktion auf den 
sogenanten Blut- 
zucker, 225. 

Pankreas, Uber die proteolytischen 
Fermente des Mazerationssaftes 
von und Diinndarmschleim- 
haut des Kaninchens. 139. 


gebundenen 


Pankreasdriise, Uber die proteoly- 
tischen Fermente der des 
Kaninchens. 139, 267. 

Pankreassafte, Uber die proteoly- 
tischen Fermente des S, 267. 


Phosphatase, Uber die Extraktion der 


und der Carboxylase der 
Hefe. 367. 


Phosphorsiureveresterung, 
in Erythrocyten. 


Uber die 
461. 


R 


Remesov, Igor. Dependence of the 
biological effect of sexual hor- 
mones on their chemical structure. 
118. 

Reticuloendothelialen System, Uber die 


Index 


Bedeutung des s fiir den 
sog. geb. Blutzucker. 355. 


S 


SAKAKIBARA Ihoe. Das Antigen der 
Wassermann’schen Reaktion. 31. 
Serum mucoid, On the carbohydrate 
complex of 73. 
Sexual hormone, Dependence of the 
biological effect of —— s on 
their chemical structure. 113. 
SmoropINzEw, J. A. und K. W. BrsE- 


ScHIN. Altersveranderungen am 
Gesamtstickstoff und an den 
Lipoiden im Kinderhirn. 245. 
Spectroscopic studies on purified 
enzymes. 279. 
T 


Takadiastase, Abtrennung des Cholins 
aus dem Lecithin durch die — 
Pal 

Takata, Yasuwo. Uber die Bestim- 
mung der Fettstoffe im Blut. 257. 

Takata, Yasuwo. Umsatz der Fett- 
stoffe in den Nervengeweben der 
Taube bei der B-Avitaminose. 153. 

Taube, Umsatz der Fettstoffe in den 
Nervengeweben der bei der 
B-Avitaminose. 153. 

Theis and Benedict method, A note on 
the when ap- 
plied to determining free phenols 
in tissues. 215. 

Tissue, A note on the Theis and Bene- 
dict method when applied to de- 
termining free phenols in 8. 
215. 

Tissue, The effect of adrenalectomy 
on the cholesterol contents of 

s and organs. 483. 

TsuGE, Yukio. Gewebsoxydation der 
Nukleinsiure. II. Mitteilung: 


Index 


Uber fermentative Dehydrierung 
der Hefe-Nukleinsiure im Muskel. 
127, 

III. Mitteilung: Uber fermen- 
tative Dehydrierung der Hefe- 
Nukleinsaiure im Blute. 133. 

IV. Mitteilung: Uber die Mit- 
wirkung des Co-Fermentes auf 
Dehydrierung durch Gegenwart 
von Nucleinsiuredehydrogenase. 
423. 


U 


Urease, On lipase, 
279. 


and tyrosinase. 


Ww: 


Vitelomucoid. 1. 


Wassermann’sche Reaktion, Das Anti- 
gen der —. 31. 
WATANABE, Kuniichi. Biochemical 


studies on carbohydrates. XIX. 
A note on the Theis and Benedict 
method when applied to determin- 
ing free phenols in tissue. 215. 
XXI. Assimilability and disinte- 
gration chemism of N-monoacetyl- 
glucosamine. 287. 

XXII. On animal B-N-monoacety]- 


499 
glucosaminidase. Preliminary 
report. 297. 

XXIII. On animal B-N-mono- 


acetylglucosaminidase. II. Report: 
Purification of the enzyme. 305. 
XXIV. On animal B-N-mono- 
acetylglycosaminidase. III. Re- 
port: Kineties of 
action. 315. 


the enzyme 


xX 
Xylenol-8-d-glucoside. 327. 
‘Ys 
Yamamoto, Kumakichi. Uber die 
Phosphorséureveresterung in Ery- 
throcyten. 461. 


YasupA, Morio. Further contributions 
to the micro determination of 
cholesterol. 429. 

Yasupa, Morio. On the Liebermann- 
Burchard reaction of bound chole- 
sterol. 443. 

YASsuE, Shun-ichi. The effect of ad- 
renalectomy on the cholesterol 
contents of tissues and organs. 
483. 

YOSHINAGA, Tosio. Spaltung des Leci- 
thin. Abtrennung des Cholins aus 
dem Lecithin dureh die Taka- 
diastase. 21. 


° 
. 


